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La presents invention concerne le domaine de la vaccination prophylactique et 
therapeutique dirigSe contre le virus de Ph6patite C (VHC). Elle a notamment pour 
objet nne nouvelle composition contenant une polyproteine correspondant aux deux 
proteines colineaires NS3 et NS4 (appelee ci-apres polyproteine NS3/NS4) et un 

5 polypeptide constitue de NS5b, les vecteurs, tels qu'adenovirus ou poxvirus, capables 
d'exprimer cette composition et leur utilisation en tant que vaccin. 

L'hepatite C est la cause principale des hepatites acquises par transfusion. 
L'hepatite C peut egalement etre transmise par d'autres voies percutanees, par exemple 
par injection de drogues par voie intraveineuse. Le risque de contamination des 

10 professionals de la sante n'est par ailleurs pas negligeable. La transmission sexuelle a 
ete decrite. 

L'hepatite C se distingue des autres formes de maladies du foie associees k des 
virus, telles que les hepatites A, B ou D. Les infections par le virus de l'hepatite C 
(VHC ou HCV) sont majoritairement chroniques avec pour resultante des maladies du 
15 foie, telles que hepatite, cirrhose et carcinome dans un grand nombre de cas (5 a 20%) 
et represented dans les pays d£velopp6s 30% des transplantations h6patiques. 

Bien que le risque de transmission du virus par transfusion ait diminu6 du fait de 
la mise en place de tests de criblage dans les ann6es 1990, la frequence de nouvelles 
infections par le VHC reste elevee. A titre d' exemple, une 6tude rScente indique qu'il y 
20 aurait encore aujourd'hui 10 000 k 15 000 nouveaux cas d'infection par an en France 
(S. Deuffic et aL, Hepatology 1999; 29: 1596-1601). Actuellement, environ 170 
millions de personnes a travers le monde sont infect6es de maniere chronique par le 
VHC (Hepatitis C: Global prevalence (update) », 2000, Weekly Epidemiological 
Record, Vol 75(3)). Les populations k risque eleve sont principalement le personnel 
25 hospitalier et les utilisateurs de drogues intraveineuses, mais il existe des donneurs de 
sang asymptomatiques qui n'appartiennent pas k ces groupes k risque eleve et chez 
lesquels des anticorps anti-VHC circulants ont et6 retrouv6s. Pour ces derniers, la voie 
de r infection n'a encore pas ete identifier II existe done des infections a VHC 
(estimation entre 5 et 10%), dites infections sporadiques dont Fetiologie est inconnue et 
30 qui ne peuvent etre contr616es. 

Le VHC a ete le premier virus h6patotrope isole au moyen des techniques de 
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biologie moleculaire. Les sequences du genome viral ont 6t6 clon&ss avant que la 
particule virale n'ait 6te visualisee. 

Le VHC appartient a un nouveau genre de la famille des Flaviviridae, les 
hepacivirus. C'est un virus a ARN simple brin positif, de 9,5 kb, qui se replique par une 

5 . copie d'ARN complementaire et dont le produit de traduction est un precurseur 
polyproteique d'environ 3 000 acides amines. L' extremite 5' du genome du VHC 
correspond a une region non traduite adjacente aux g£nes qui codent pour les proteines 
structurales, la proteine core de la nucl6ocapside, les deux glycoproteins d'enveloppe, 
El et E2, et une petite proteine appelee p7. La region non traduite 5' et le gene core 

10 sont relativement bien conserves dans les differents genotypes. Les proteines 
d'enveloppe El et E2 sont codees par des r6gions plus variables d'un isolat a un autre. 
La proteine p7 est une proteine extremement hydrophobe qui constituerait un canal 
ionique. L'extremit6 3' du genome du VHC contient les genes qui codent pour les 
proteines non structurales (NS2, NS3, NS4, NS5) et pour une region 3' non codante 

15 possedant un domaine bien conserve (Major ME, Feinstone SM, Hepatology, juin 1997, 
25(6) : 1527-1538). 

A l'heure actuelle, la therapie la plus efficace pour le traitement de 1 'hepatite C 
associe l'ihterferon pegyl6 et la ribavirine (Manns MP et al., The Lancet, 22 septembre 
2001, Vol. 358, 958-965). Alors que cette therapie est particulierement efficace dans le 

20 cas des patients infectes par des souches virales appartenant aux genotypes 2 et 3, elle 
n'a encore qu'un effet limite sur les g6notypes la, lb et 4 (Manns MP, supra). Moins 
de 50% des patients trails deviennent des « repondeurs au long terme ». Par ailleurs, 
cette therapie est une intervention couteuse (10 000 a 15 000 euro/patient/an) et est 
associee a des effets toxiques. En effet, 5 a 10% des patients sont obliges d'interrompre 

25 le traitement avant la fin. 

II est done n6cessaire de mettre au point une composition vaccinale ciblant tous 
les genotypes. 

Plusieurs 6tudes montrent aujourd'hui que le contr61e d'une infection due au 
VHC, soit naturellement (« resolution spontanee»), soit apres traitement (« resolution 
30 therapeutique ») est associ6 a l'induction ou la potentialisation de reponses immunes k 
mediation cellulaire faisant intervenir les lymphocytes T-CD4* et T-CD8 + (comme 
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ctecrit par exemple dans LECHNER, F. et al., Eur. J. Immunol, 30 : 2479-2487 (2000) 
et dans Thimme R. et al., 2001, J. Exp. Med., 194(10) : 1395-1406). 

Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH ou autrement 
appele HLA chez Thomme) sont dites de classe I ou de classe II. Les molecules de 
5 classe I sont exprimSes sur la quasi-totalit6 des cellules nucleees et sont capables de 
presenter des epitopes ou peptides aux de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) CD8 + . 
Les molecules de classe II sont capables de presenter des Epitopes aux cellules T CD4 + , 
mais leur expression est restreinte aux cellules presentatrices d'antig&ie. 

Les vaccins contre le virus de l'hepatite C actuellement envisages sont bas6s sur 
10 l'utilisation de proteines recombinantes adjuvantSes, de pqptides, de vecteurs 
d' expression parmi lesquels on peut citer les vecteurs d'origine virale ou bact&ienne ou 
d'ADN nu. Dans ce cas, une ou plusieurs proteines virales ou un ou plusieurs gdnes 
codant pour ces prolines virales sont utilises. 

Lorsque plusieurs proteines virales ou un ou plusieurs genes codant pour ces 
15 prolines virales sont selectionnes, ceux-ci sont souvent constitues soit par une partie 
ou T ensemble des proteines structurales (Makimura et al., 1996, Vaccine, 14 : 28-34 ; 
Fournillier A., et al, 1999, J. Virology, 73 : 7497-7504), soit par les prolines non 
structurales individuelles ou comprenant au moins deux prot6ines contigues (Brinster et 
al., 2001, Hepatology, 34 : 1206-1217), soit par un melange de proteines structurales et 
20 non structurales (Pancholi et al., 2003, J. Virology, 77 :382-390). 

La demande de brevet WO99/3880 decrit Tutilisation de trois genes codant 
separement pour les trois prolines NS3, NS4 et NS5 (a et b) dans une composition 
vaccinale comprenant trois vaccins ADN exprimant chacun s6parement ces trois 
proteines. Les auteurs montrent chez la souris induction de lymphocytes T specifiques 
25 des trois antigenes. Seul le vaccin exprimant NS5a et b a et6 test6 in vivo dans un test 
de protection. 

La demande de brevet WO01/30812 decrit quant a elle Tutilisation d'une 
proline de fiision constituee des prot&nes non structurales NS3, NS4 et NS5a, le cas 
echeant en association avec la prot6ine non structurale NS5b. Les auteurs ont indique 
30 que cette association permettait d'activer les cellules T specifiques de VHC. Cette 
demande de brevet decrit simplement la capacity de formulations vaccinales (type ADN 
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nu, adenovirus recombinant ou virus de la vaccine recombinant) exprimant la prot6ine 
de fusion NS3 NS4 NS5a ou la proteine NS5a a induire des reponses immunitaires 
sp6cifiques et m£diees par des lymphocytes T specifiques. 

La Demanderesse a maintenant mis en evidence, contre toute attente, que 

5 P association particuli&re des proteines non structurales NS3, NS4 et NS5b, NS3 et NS4 
6tant sous la forme d'une polyproteine colineaire, presentait un meilleur pouvoir 
immunogene et protecteur superieur a celui obtenu avec un vaccin incluant, outre ces 
proteines non structurales, egalement la proteine NS5a et/ou d'autres prolines 
structurales du VHC telles que core, El ou E2, et avait un effet sur la capacite des 

10 cellules provenant de patients infectes par des souches viral es a induire des reponses 
immunitaires specifiques. 

Ainsi, la presente invention a pour objet une composition peptidique 
comprenant une polyproteine NS3/NS4 du virus de Phepatite C, ainsi qu'un 
polypeptide NS5b du virus de Phepatite C. 

15 Elle a 6galement pour objet, les vecteurs incluant les sequences nucltotidiques 

codant pour cette composition peptidique, tels que les adenovirus et les poxvirus, ainsi 
que les microorganismes ou cellules hotes transform^ par ces vecteurs. 

Elle a enfin pour objet les anticorps diriges contre la composition peptidique de 
Pinvention, ainsi que Putilisation de la composition peptidique, des vecteurs et des 

20 anticorps pour la preparation d'un medicament destine k Pinhibition ou le controle 
d'une infection provoquee par le virus de Phepatite C, et dans une composition 
vaccinale. 

La pr6sente invention propose done une nouvelle composition peptidique 
constitute d'une polyproteine NS3/NS4 et d'un polypeptide NS5b du VHC, laquelle 
25 composition a la capacite de stimuler une reponse immunitaire a mediation cellulaire 
sp6cifique du VHC, de sorte quelle est utile dans le domaine de la vaccination 
prophylactique et therapeutique dirigee contre le virus de Ph6patite C. 

La polyproteine NS3/NS4 de la composition peptidique de Pinvention est 
constitute de la proteine NS3 et de la proteine NS4a et b, sans interruption dans la 
30 sequence peptidique, comme dans la polyproteine native. En effet, comme indique 
prtcedemment, le genome du VHC contient un seul cadre de lecture ouvert qui est 
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transcrit en une polyproteine. Cette polyproteine du VHC peut etre clivee pour produire 
an moins dix parties distinctes, dans l'ordre NH 2 -Core-El-E2-p7-NS2-iVS r 3-iVS r ^a-- 
7VS^NS5a-NS5b-COOH. 

La proline NS3 est une proteine de 630 acides amines qui apparait 

5 approximativement de Pacide amine 1027 a Pacide amine 1657 de la polyproteine. La 
proteine NS4, proteine de 314 acides amines, quant a elle apparait approximativement 
de l'acide amine 1658 a l'acide amine 1972 (numerotation par rapport au VHC-1) 
(Choo et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci., vol 88:2451-2455). La polyproteine 
NS3/NS4 apparait done approximativement de Pacide amine 1027 a l'acide amine 

10 1972. 

S'agissant du polypeptide NS5b egalement contenu dans la composition de 
Pinvention, il est constitue de 590 acides amines et apparait approximativement de 
Pacide amine 2421 a Pacide amine 301 1 de la polyproteine (Choo et al., 1991 , supra). 

La proteine NS3 comprend deux domaines structuraux distincts, k savoir un 
15 domaine N-terminal dote d'une activity proteasique k serine active intervenant dans la 
maturation de la polyproteine virale et un domaine Oterminal comprenant une activite 
helicase associee a une activite NTPasique qui joue un r6le dans la replication du 
genome viral. 

Par « polyproteine NS3/NS4 » et « polypeptide NS5b », on entend bien entendu 
20 les polyproteines et polypeptides ayant les sequences en acides amines natives, 
provenant de toute souche et isolat du VHC, ainsi que leurs analogues, muteines et 
homologues. 

Par « analogues » ou » muteines » de la polyproteine et du polypeptide, on 
entend les derives biologiquement actifs des molecules de reference qui presentent 
25 Pactivite souhaitee, a savoir la capacite a stimuler une reponse immunitaire a mediation 
cellulaire comme defini ci-dessus. 

De fa^on generale, le terme « analogue » se refere a des composes ayant une 
sequence et une structure polypeptidique native presentant une ou plusieurs additions, 
substitutions (generalement conservatrice en termes de nature) et/ou deletions d'acide 
30 amine, par rapport a la molecule native, dans la mesure oil les modifications ne 
detruisent pas Pactivite immunogene. Par le terme «muteine », on entend les peptides 
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presentant un ou plusieurs elements imitant le peptide (« peptoYdes »), tels que ceux 
decrits dans la demande de brevet PCT WO91/04282. De preference, l'analogue ou la 
muteine ont au moins la meme immunoactivite que la molecule native. Des precedes de 
preparation d'analogues et muteines polypeptidiques sont connus de l'homme du metier 
et sont decrits ci-dessous. 

Les analogues particulierement preferes incluent les substitutions conservatrices 
en nature, c'est-a-dire les substitutions qui prennent place dans une famille d'acides 
amines. Specifiquement, les acides amines sont generalement divises en 4 families, a 
savoir (1) les acides amines acides tels que l'aspartate et le glutamate, (2) les acides 
amines basiques tels que la lysine, l'arginine et l'histidine, (3) les acides amines non 
polaires tels que l'alanine, la leucine, l'isoleucine, la proline, la phenylalanine, la 
methionine et le tryptophane et (4) les acides amines non charges polaires tels que la 
glycine, l'asparagine, la glutamine, la cysteine, la serine, la threonine et la tyrosine. La 
phenylalanine, le tryptophane et la tyrosine sont parfois classes en acides amines 
aromatiques. Par exemple, On peut predire de facon raisonnable qu'un remplacement 
isole de leucine par de l'isoleucine ou de la valine, d'un aspartate par uri glutamate, 
d'une threonine par une serine, ou un remplacement conservateur similaire d'un acide 
amine par un autre acide amine ayant un rapport structurel, n'aura pas d'effet majeur 
sur l'activite biologique. L'homme du m6tier determinera facilement les regions de la 
molecule peptidique d'interet qui peuvent tolerer un changement par reference a aux 
plots Hopp/Woods et Kyte-Doolite, biens connus dans la technique. 

Par « homologies on entend le pourcentage d'identite entre deux molecules 
peptidiques, telles que polyproteines et polypeptides. Deux sequences d'acides amines 
sont « sensiblement homologues » l'une par rapport a l'autre lorsque les sequences 
presentent au moins 60%, de preference au moins 75%, de preference encore au moins 
80-85%, de preference encore au moins 90% et d'avantage prefere au moins 95-98% ou 
plus d'identite de sequence sur une longueur definie des molecules peptidiques. 

De maniere generale, le terme « identite » se refere a une correspondance exacte 
acide amine par acide amin6 de deux sequences peptidiques. Le pourcentage d'identite 
peut etre determine par une comparaison directe de l'information de s6quence entre 
deux molecules en alignant les sequences, en comptant le nombre exact de 
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mesappariements entre les deux sequences alignees, en divisant par la longueur de la 
sequence la plus courte et en multipliant le r6sultat par 100. Le pourcentage d'identite 
peut egalement €tre determin6 a l'aide de programmes d'ordinateurs tels que ALIGN, 
Dayhoff, M.O. dans Atlas of Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 1981, 5 
5 Suppl., 3 : 482-489. 

Les sequences d'acide nucleique et en acides amines d'un certains nombre de 
souches et isolats du VHC, et en particulier de la proteine NS3, de la proteine NS4 et du 
polypeptide NS5b, ont deja ete d6terminees. 

Par exemple, l'isolat HCV-J1 est decrit dans Okamoto H. et al., 1992, Nucleic 
10 Acids Res., 20 : 6410-6410. Les sequences codantes completes de deux isolats 
independants du VHC, a savoir les isolats HCV-J et -BK, ont et6 decrits respectivement 
dans Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acda., Sci., 87 : 9524-9528 et dans Takamizawa et 
al., 1991, J. Virol., 65 : 1105-1113. S'agissant de l'isolat HCV-1, il est decrit dans 
Choo et al., 1990, Brit. Med. Bull., 46 : 423-441 et dans Choo et al., 1991, supra. 
15 L'isolat HVC-H a ete decrit dans Lichauspe G. et al ;, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci., 88 : 
10292-10296. L'isolat HCV-G9 a ete decrit dans Okamoto H., et al., 1994, J. Gen. 
Virol., 45 : 629-635. Les isolats HCV-J6 et -J8 ont ete decrits respectivement dans 
Okamoto H., et al., 1991, J. Gen. Virol., 72 : 2697-2704 et Okamoto H., et al., 1992, 
Virology, 188 : 331-341. L'isolat HVC-BEBE1 a ete decrit dans Nako H., et al., 1996, 
20 J. Gen. Virol., 141 : 701-704 et l'isolat HCV-NZL1 a ete decrit dans Sakamoto M., et 
al., 1994, J. Gen. Virol., 75 : 1761-1768. S'agissant de l'isolat HCV-Tr, il a 6t6 decrit 
dans Chayama K., et al., 1994, J. Gen. Virol., 75 : 3623-3628. Les isolats HCV-ED43 
et -EUH1480 ont ete decrits respectivement dans Chamberlain R.W., et al., 1997, J. 
Gen. Virol., 78 : 1341-1347 et Chamberlain R.W., et al., 1997, Biochem. Biophys. Res. 
25 Commun., 236 : 44-49. L'isolat HCV-EUHK2 a ete decrit dans Adams A., et al., 1997, 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 234 : 393-396. Les isolats HCV-VN235, -VN405 et 
-VN004 ont ete d6crits dans Tokita H., et al., 1998, J. Gen. Virol., 79 : 1847. Enfin, 
s'agissant des isolats HCV-JK049 et -JK046, ils ont ete decrits dans Tokita H. et al., 
1996, J. Gen. Virol., 77 : 293-301. 
30 Les souches et isolats du VHC, tel qu'illustres ci-dessus, peuvent presenter des 

genotypes differents, a savoir des genotypes la (isolats HCV-1, -Jl et -H), lb (isolats 
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HCV-J et BK), lc (isolat HCV-G9), 2a (isolat HCV-J6), 2b (isolat HCV-J8), 2c (isolat 
HCV-BEBE1), 3a (isolat HCV-NZL1), 3b (isolat HCV-Tr), 4a (isolat HCV-ED43), 5a 
(isolat HCV-EUH1 480), 6a (isolat HCV-EUHK2), 7b (isolat HCV-VN235), 8b (isolat 
HCV-VN405), 9a (isolat HCV-VN004), 10a (isolat HCV-JK049) et 11a (isolat HCV- 
5 . JK046). 

Selon un mode de realisation de l'invention, NS3 et/ou NS4 et/ou NSSb 
proviennent de virus de g6notypes differents. 

Selon un autre mode de realisation, NS3 et/ou NS4 et/ou NS5b proviennent de 
virus de meme genotype, de preference de genotype lb. 
10 La polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b contenus dans la composition 

peptidique de l'invention peuvent etre soit d'origine native, soit d'origine 
recombinante. 

La polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b d'origine native sont obtenus 
a partir des souches ou isolats du VHC, par le biais de l'utilisation d'amorces 

15 oligonucleotidiques synthetiques qui vont servir a ampiifier les sequences virales 
natives, soit a partir de sera de patients infectes par le ou les genotypes viraux cibles, 
soit a partir d'ARN viral deja purine, provenant par exemple de sang ou de foie de 
patients, soit a partir d'ADN complementaire libre ou clone au prealable dans un 
vecteur d' expression, soit encore a partir de particules virales purifiees a partir de 

20 pr61evements biologiques ou de systeme de propagation in vitro. 

La polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b de l'invention d'origine 
recombinante peuvent egalement etre obtenus par la technique du genie genetique qui 
comprend les etapes de : 

- culture d'un microorganisme ou de cellules eucaryotes transformers) a l'aide d'une 
25 sequence nucleotidique codant pour ladite polyproteine NS3/NS4 ou pour ledit 
polypeptide NS5b et 

-recuperation du peptide produit par ledit microorganisme ou lesdites cellules 
eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de l'homme du metier. Pour plus de details la 
30 concemant, on pourra se ref6rer a l'ouwage ci-apres : Recombinant DNA Technology I, 
Editors Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New-York Academy of 
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Sciences, Volume 646, 1991. 

Les sequences nucleotidiques codant pour la polyproteine NS3/NS4 et le 
polypeptide NS5b peuvent etre prepares par synthese chimique couplee a une 
approche de genie genetique ou par genie genetique seul, en utilisant les techniques 
5 bien connues de 1'homme du metier et decrites par exemple dans Sambrook J. et al., 
Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 1989. 

Les sequences nucleotidiques codant pour, la polyproteine NS3/NS4 et le 
polypeptide NS5b peuvent etre inser6es dans des vecteurs d'expression dans un systeme 
d'expression adapts, afin d'obtenir la composition peptidique de l'invention. 
10 Ainsi, un autre objet de l'invention consiste en les vecteurs d'expression 

comprenant une sequence nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 et une 
sequence nucl6otidique codant pour le polypeptide NS5b„ ainsi que les moyens 
necessaires a son expression. 

On entend par moyen necessaire a V expression d'un peptide, le terme peptide 
15 etant utilise pour toute molecule peptidique, telle que proteine, polyproteine, 
polypeptide, etc., tout moyen qui permet d'obtenir le peptide, tel que notamment un 
promoteur, un terminateur de transcription, une origine de replication et de preference 
un marqueur de selection. 

Les moyens necessaires a l'expression d'un peptide sont lies de fa?on 
20 operationnelle k la sequence d'acide nucieique codant pour le peptide d'interet. Par 
«lies de fa9on operationnelle », on entend une juxtaposition desdits elements 
necessaires a l'expression et du gene codant pour le peptide d'interet, lesquels sont en 
une relation telle que cela leur permet de fonctionner de fa<?on attendue. Par exemple, 
ils peut exister des bases supplementaires entre le promoteur et le gene d'interet tant 
25 que leur relation fonctionnelle est preservee. 

Les moyens necessaires k l'expression d'un peptide peuvent etre des moyens 
homologues, c'est-i-dire inclus dans le genome du vecteur utilise, ou bien etre 
heterologues. Dans ce dernier cas, lesdits moyens sont clones avec le peptide d'interet a 
exprimer. 

30 Des exemples de promoteurs heterologues comprennent (i) les promoteurs 

viraux tels que le promoteur SV40 (Virus simien 40), le promoteur du g£ne de la 
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thimidine-kinase du virus simplex de PHerpes (TK-HSV-1), le LTR du virus du 
sarcome de Rous (RSV), le promoteur premier immediat du cytomegolovirus (CMV) et 
le promoteur dernier majeur adenoviral (MLP), ainsi que (ii) tout promoteur cellulaire 
qui controle la transcription des g&nes codant pour des peptides chez des eucaryotes 

5 . superieurs, tel que le promoteur du g£ne de phosphoglycerate-kinase (PGK) constitutif 
(Adra et aL, 1987, Gene, 60: 65-74), le promoteur des genes specifiques du foie 
alphal-antitrypsine et FIX et le promoteur SM22 specifique des cellules du muscle lisse 
(Moessler et aL, 1996, Development, 122 : 2415-2425) 

Selon un mode de realisation de l'invention, les sequences nucleotidiques 

10 codant pour ladite polyprot&ne NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b sont issus de 
genotypes differents. 

Selon un autre mode de realisation, les sequences nucleotidiques codant pour 
ladite polyprot£ine et ledit polypeptide sont issus d'un virus de meme genotype, de 
preference le genotype lb. 

15 La encore, on entend par « sequence nucleotidique », toutes les sequences 

codant pour la polyprot&ne NS3/NS4 et le polypeptide NS5b natifs, ainsi que pour 
leurs analogues, muteines et homologues, tels que definis precedemment. 

Lesdites sequences contenues dans le vecteur d'expression peuvent 6tre liees 
directement entre elles sous le controle d'un seul promoteur et/ou d'un seul element 

20 regulateur de l'expression, ou bien elles peuvent §tre s6parees en etant sous la 
dependence chacune de promoteurs et/ou r6gulateurs de V expression indeperidants, 
identiques ou differents. 

A titre de vecteur d'expression qui conviennent aux fins de ^invention, on peut 
citer par exemple les plasmides, les vecteurs viraux type adenovirus, poxvirus, virus de 

25 la vaccine, baculovirus, les vecteurs bacteriens du type salmonelle, BCG. 

Les adenovirus ont 6t6 detectes dans de nombreuses espdces animales, ne 
s'int&grent pas et sont peu pathogenes. lis sont capables d'infecter une variete de types 
cellulaires, les cellules en division et les cellules en repos. lis possedent un tropisme 
naturel pour les epitheliums bronchiques. De plus, ils ont ete utilises en tant que vaccins 

30 enteriques vivants pendant de nombreuses annees avec un excellent profile de securite. 
Enfin, on peut les faire pousser facilement et les purifies en grande quantite. Ces 



11 



caracteristiques ont fait que les adenovirus sont particulterement appropries pour une 
utilisation en tant que vecteurs d'expression et notamment en tant vecteurs de therapie 
genique a des fins therapeutiques et vaccinates. 

Selon un mode de realisation prefere, le vecteur de Pinvention est un 
5 adenovirus. 

Des exemples d' adenovirus a utiliser dans la pr&sente invention peuvent etre 
derives de toute source d'origine humaine ou animate, en particulier d'origine canine 
(par exemple CAV-1 ou CAV-2 ; reference Genbank CAV1GENOM et CAV77082, 
respectivement), d'origina avienne (reference Genbank AAVEDSDNA), d'origine 

10 bovine (telle que BAV3, Seshidhar Reddy et al., 1998, J. Virol., 72 : 1394-1402), 
d'origine ovine, feline, porcine, d'origine simienne, ou bien d'un de leurs hybrides. 
Tout serotype peut etre utilise. Toutefois, les adenovirus d'origine humaine sont 
preferes et en particulier V adenovirus 5 (AdIV). 

De fa9on generate, les virus cites sont disponibles dans les collections ATCC et 

15 ont fait 1'objet de nombreuses publications decrivant leur sequence, leur organisation et 
leur biologie, ce qui permet a l'homme du m6tier de les appliquer facilement Par 
exemple, la sequence de 1' adenovirus type 5 est decrite dans la base de donn6e Genbank 
(M73260 et M29978) et est incorporSe ici par reference. 

Le genome des adenovirus est constitue d'une molecule d'ADN lin6aire double 

20 brin d'environ 36 kb portant plus d' environ 30 g&ies necessaires pour terminer le cycle 
viral. Les premiers g£nes sont divises en 4 regions dispersees dans le genome de 
P adenovirus (El a E4). Les regions El, E2 et E4 sont essentielles pour la replication 
virale. La region E3 est consider6e comme une region non essentielle sur la base de 
P observation que les virus mutants apparaissant naturellement ou les virus hybrides 

25 ayant perdu cette region E3 continuent a se r6pliquer comme les virus de type sauvage 
dans les cellules cultiv6es (Kelly et Lewis, 1973, J, Virol., 12 :643-652). Les derniers 
genes (LI a L5) codent en majority pour les prot6ines structurales constituant la capside 
virale. lis chevauchent au moins en partie les premiers motifs de transcription et sont 
transcrits k partir d'un promoteur unique (MLP pour « Major Late Promoter »). De plus, 

30 le genome adenoviral porte aux deux extr6mites des regions a action en cis essentielles 
pour la replication d'ADN, respectivement les motifs de repetition inverses 5' et 3' 
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(TTRs pour « Inverted Terminal Repeats ») et une sequence d'empaquetage. 

Les adenovirus actuellement utilises dans les protocoles de th6rapie genique 
sont denues de la majorite de la region El, ce qui rend les virus deficients au niveau de 
leur replication pour eviter leur dissemination dans l'environnement et dans 
5 l'organisme hdte. En outre, la plupart des adenovirus sont egalement denues de la 
region E3 afin d'accroitre leur capacity de clonage. La faisabilite du transfert de gene en 
utilisant ces vecteurs a ete demontree dans une variete de tissus in vivo (voir par 
exemple Yei et al., 1994, Hum. Gene Ther., 5 : 731-744 ; Dai et al., 1995, Proc. Natl. 
Acad Sci. USA, 92: 1401-1405 ; US6,099,831 ; etUS6,013,638). 
10 De preference, les promoteurs utilises dans les adenovirus comme vecteur 

d' expression, sont des promoteurs heterologues tels que les promoteurs le CMV et le 
SV40. 

De preference encore, le promoteur CMV est le promoteur de la polyproteine 
NS3/NS4 et le vecteur d'expression comprend comme sequence nucleotidique codant 
15 pour ladite polyproteine la cassette d'expression CMV-NS3-NS4. 

Par « cassette d'expression », on entend une sequence d'ADN contenant un 
promoteur et un cadre de lecture ouvert pour l'expression du peptide d'interet, a inserer 
dans un vecteur. 

De preference egalement, le promoteur SV40 est le promoteur du polypeptide 
20 NS5b et le vecteur d'expression comprend comme s6quence nucleotidique codant pour 
ledit polypeptide la cassette d'expression SV40-NS5b. 

Selon un mode de realisation de l'invention, le g&iome de l'adenovirus est 
modifie de facon a remplacer la region El par la cassette d'expression CMV-NS3-NS4 
et a remplacer la r6gion E3 par la cassette d'expression SV40-NS5b. 
25 Les methodes de suppression et d'insertion de sequences d'ADN dans des 

vecteurs d'expression sont largement connues de l'homme du metier et consistent 
notamment en des etapes de digestion enzymatique et ligature. 

Un autre vecteur d'expression particulierement approprie aux fins de l'invention 
est un poxvirus, lequel constitue un autre mode de r6alisation de l'invention. 
30 Les poxvirus constituent un groupe de virus complexe enveloppes, se 

distinguant principalement par leur morphologie inhabituelle, leur grand genome 
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d 5 ADN et leur site cytoplasmique de replication. Le genome de plusieurs elements des 
poxviridae, comprenant la souche virale de la vaccine de Copenhagen (W) (Goebel et 
aL, 1990, Virol. 179 : 247-266 et 517-563) et la souche du virus de la vaccine modifie 
d* Ankara (MVA) (Antoine et aL, 1998, Virol, 244 : 635-396), a ete cartography et 
5 sequence. La souche W possede un genome d'ADN double brin d'environ 192 kb 
codant pour environ 200 proteines dont approximativement 100 sont impliquees dans 
Passemblage du virus. La souche MVA est une souche du virus de la vaccine 
hautement attenuee, gen6ree par plus de 500 passages en serie de la souche d' Ankara du 
virus de la vaccine (CVA) sur des fibroblastes d'embryons de poulet (Mayr et ah, 1975, 
10 Infection, 3 : 6-16). Le virus MVA a et6 depose devant la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le numero 1-721. La determination de la 
sequence complete du genome du MVA et la comparaison avec celui du W permet 
P identification precise des alterations qui sont apparues dans le genome viral et la 
definition de sept deletions (I a VII) et de nombreuses mutations conduisant k des 
15 cadres de lecture ouverts fragments (Antoine et al., 1998, Virology, 244 : 365-396). 

D'autres exemples de poxvirus appropries aux fins de Pinvention comprennent 
le pox du canari, le pox de volaille, le pox de vache, Pentomopox, le pox de singe, le 
pox de pore et le pox de pingouin. 

Le poxvirus se trouve sous deux formes morphologiquement distinctes, appelees 
20 virus mature intracellulaire (IMV) et virus extracellulaire enveloppe (EEV). 

Le poxvirus utilise comme vecteur d' expression de Pinvention presente au 
moins Pune des caracteristiques suivantes, prises seules ou en association : 

(i) le poxvirus est un virus MVA, 

(ii) le poxvirus est sous forme morphologique IMV, et 

25 (iii) le genome du poxvirus est modifie de fa<?on a inserer la cassette 

d'expression NS3/NS4 et a inserer la cassette d'expression NS5b. 
Lorsque le g6nome du poxivirus est modifie de fa<?on k inserer les deux cassettes 
d'interet, les moyens necessaires a leur expression sont homologues. Ainsi, dans le cas 
ou on utilise le virus MVA, la cassette NS3/NS4 peut §tre par exemple sous le controle 
30 du promoteur ph5r et la cassette NS5b peut etre par exemple sous le controle du 
promoteur p7.5 et vice et versa. 
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Selon un mode de realisation particulier, lorsque le genome du poxivirus est 
modifie de facon a insurer les deux cassettes d'interSt, les deux dites cassettes 
d'expression sont orientees dans le meme sens. 

Selon un autre mode de realisation particulier, elles sont orientees en sens 
5 . oppose. 

La encore, les cassettes d'expression sont ins6rees dans le genome du poxvirus 
de facon connue par l'homme du metier, comme indique precedemment. 

Les vecteurs de l'invention peuvent egalement comprendre des sequences 
necessaires au ciblage des peptides vers des compartiments cellulaires particuliers. Un 
10 exemple de ciblage peut etre le ciblage vers le reticulum endoplasmique obtenu en 
utilisant des sequences d'adressage du type de la sequence leader issue de la proteine 
E3 de l'adenovirus (Ciernik LF., et al., The Journal of Immunology, 1999, 162, 3915- 
3925). 

lis peuvent egalement comprendre des sequences necessaires au ciblage vers les 
15 cellules dendritiques et au ciblage a la membrane des cellules. 

L'invention a egalement pour objet les microorganismes et les cellules 
eucaryotes transformes par un vecteur d'expression de l'invention. 

A titre d'exemples de microorganisme qui conviennent aux fins de l'invention, 
on peut citer les levures, telles que celles des families suivantes : Saccharomyces, 
20 Schizosaccharomyces, Kluveromyces, Pichia, Hanseluna, Yarowia, Schwaniomyces, 
Zygosaccharomyces, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergerisis et 
Kluveromyces lactis etant preferees ; et les bacteries, telles que E. coli et celles des 
families suivantes : Lactobacillus, Lactococcus, Salmonella, Strptococcus, Bacillus et 
Streptomyces. 

25 A titre d'exemples de cellules eucaryotes, on peut citer les cellules provenant 

d'animaux tels que les mammiferes, les reptiles, les insectes et equivalent. Les cellules 
eucaryotes preferees sont les cellules provenant du hamster chinois (cellules CHO), du 
singe (cellules COS et Vero), du rein de hamster nain (cellules BHK), du rein de 
cochon (cellules PK 15) et du rein de lapin (cellules RK13, les lignees cellulaires 

30 humaines de l'osteosacorme (cellules 143 B), les lign6es cellulaires humaines HeLa et 
les lignees cellulaires humaines de l'hepatome (du type cellules Hep G2), ainsi que les 
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lignees cellulaires d'insecte (par exemple de Spodoptera frugiperda), 

Les cellules hotes peuvent §tre foumies dans des cultures en suspension ou en 
flacon, dans des cultures tissulaires, des cultures d'organe et equivalent. Les cellules 
hotes peuvent egalement etre des animaux transg6niques. 
5 L'invention concerne egalement des anticorps diriges contre Tune des 

compositions peptidiques de Pinvention telles que definies precedemment ou bien 
contre l'un des vecteurs d'expression de Pinvention tels que dSfinis precedemment. 

Les anticorps selon T invention sont soit des anticorps polyclonaux, soit 
monoclonaux. 

10 Les anticorps polyclonaux susmentionnes peuvent etre obtenus par 

immunisation d'un animal avec la composition peptidique de l'invention ou bien avec le 
vecteur de Pinvention a titre « d'antigene d'int&et », suivie de la recup6ration des 
anticorps recherches sous forme purifiee, par pretevement du serum dudit animal, et 
separation desdits anticorps des autres constituants du s6rum, notamment par 

15 chromatographic d'affinite sur une colonne sur laquelle est fixee un antigene 
sp6cifiquement reconnu par les anticorps, notamment un antigene viral d'int6ret. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus par la technique des 
hybridomes dont le principe gen6ral est rappel6 ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, (ou 

20 des cellules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) avec la composition 
peptidique de Pinvention ou bien avec le vecteur de Pinvention k titre « d' antigene 
d'int6ret », dont les lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps contre 
ledit antigene. Ces lymphocytes producteurs d ! anticorps sont ensuite fusionn6s avec des 
cellules myelomateuses "immortelles" (murines dans Texemple) pour donner lieu a des 

25 hybridomes. A partir du melange het6rogfene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors 
une selection des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se 
multiplier indefiniment. Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun 
conduisant a la production d'un anticorps monoclonal dont les proprietes de 
reconnaissance vis-a-vis de PantigSne d'int6ret pourront etre test6es par exemple en 
30 ELISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en immunofluorescence, ou a 
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I'aide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la suite 
purifies notamment selon la technique de chromatographic d'affinite decrite ci-dessus. 

Les compositions peptidiques, les vecteurs et les anticorps de l'invention sont 
particulierement efficaces pour 1' inhibition, la prevention et le contrile de l'infection 
des patients porteurs du virus du VHC, de sorte que leur utilisation pour la preparation 
d'un medicament constitue un autre objet de l'invention. 

La presente invention conceme egalement une composition pharmaceutique, 
notamment vaccin, contenant a titre de substance active la composition peptidique de 
l'invention, ou bien un vecteur d'expression de l'invention, ou bien les sequences 
nucleotidiques codant pour ladite polyprot6ine NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b 
correspondant aux sequences contenues dans les vecteurs d'expression de l'invention, 
placees sous le contrdle d'elements necessaires a une expression constitutive et/ou 
inductible desdits peptides, ou bien l'un au moins des anticorps de l'invention. 

Par elements necessaires a une expression constitutive des peptides, on entend 
un promoteur ubiquitaire ou specifique des cellules eucaryotes. 

A titre d'elements necessaires a une expression inductible des peptides, on peut 
citer les elements de regulation de l'operon de E. colt pour la resistance a la tetracycline 
(Gossen M. et al, ProcNatl Acad Sci USA, 89 : 5547-5551 (1992). 

Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la composition 
pharmaceutique contient egalement un vehicule pharmaceutiquement approprie. Bien 
entendu, l'homme du metier determinera facilement la nature du vehicule 
pharmaceutiquement approprie et la quantite de polypeptides a utiliser en fonction des 
constituants de la composition pharmaceutique. 

Les compositions pharmaceutiques de l'invention contiennent de preference a 
titre de substance active un des vecteurs de l'invention, de sorte qu'elles sont utiles en 
vaccination prophylactique et therapeutique. 

La vaccination prophylactique et therapeutique peut etre mise en ceuvre par 
injection d'un vaccin a base d'un vecteur d'expression de l'invention, injection suivie 
de rappels ou non. Elle peut egalement etre mise en oeuvre en injectant deux types de 
vecteurs d'expression de l'invention differents, tout d'abord un adenovirus, puis un 
poxvirus, de facon simultanee ou differee dans le temps, et vice et versa. 
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Ces vecteurs peuvent Stre contenus dans un kit pharmaceutique. 
Aussi un autre objet de 1'invention consiste en des kits pharmaceutiques, 
notamment vaccinaux, comprenant un vecteur d' expression de type adenovirus tel que 
defini pr£cedemment et/ouun vecteur d' expression de type poxvirus tel que d6fini 
5 pr6cedemment. 

La vaccination prophylactique et therapeutique peut egalement etre mise en 
oeuvre par injection d'un vaccin k base d'au moins un vecteur d'expression de 
rinvention et d'au moins une composition pharmaceutique de Finvention constitute de 
la composition peptidique de 1'invention ou des anticorps de rinvention. Elle peut ^ 
10 egalement etre mise en oeuvre par injection d'un vaccin a base d'au moins un vecteur 
d'expression de rinvention et d'au moins une sequence nucleotidique codant pour la 
polyproteine NS3/NS4 et pour le polypeptide NS5b. 

Aussi, un autre objet de rinvention consiste en des kits pharmaceutiques, 
notamment vaccinaux, comprenant au moins un vecteur d' expression de rinvention et 
15 au moins une composition pharmaceutique de rinvention ou d'au moins une sequence 
nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 et pour le polypeptide NS5b, 

La prtsente invention sera mieux comprise a l'aide des exemples suivants 
donn6s uniquement a titre illustratif et non limitatif, ainsi qu'a l'aide des figures 1 a 6 
annexes, sur lesquelles : 
20 - la figure 1 A a IK represente les cartes des differents plasmides utilises 

pour i'obtention d'un ad6novirus AdNS3NS4NS5b selon rinvention, sur 
lesquelles sont indiques les sites des diffSrentes enzymes de restriction et 
1' emplacement des fragments de sequence codant pour NS3/NS4 et pour NS5b, 
la figure 2A a 2H reprdsente les cartes des differents plasmides utilises 
25 pour I'obtention d'un poxvirus MAV NS3NS4NS5b selon 1' invention, sur 

lesquelles sont indiques les sites des differentes enzymes de restriction et 
1' emplacement des fragments de sequence codant pour NS3/NS4 et pour NS5b, 

la figure 3 donne la reponse cellulaire induite par l'adenovirus 
AdNS3NS4, soit selon le test CTL (figure 3A) ou on a utilise l'epitope GLL 
30 pour stimuler les spl&iocytes en culture et pour charger les cibles du CTL et 

dont le resultat est exprim6 en pourcentage de lyse spScifique en fonction du 
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rapport effecteur/cible, soit selon le test ELISPOT (figure 3B), specifique pour 
1'epitope GLL, ou le resultat est donn6 en nombre de spots/10 6 cellules, 

la figure 4 donne la reponse cellulaire induite par l'adeno virus AdNSSb 
selon le test ELISPOT, specifique des epitopes ALY et KLP, 

la figure 5 donne la reponse cellulaire induite par l'adenovirus 
AdCElE2 selon le test CTL on on a utilise 1'epitope DLM pour stimuler les 
splenocytes en culture et pour charger les cibles du CTL et dont le resultat est 
exprim6 en pourcentage de lyse specifique en fonction du rapport effecteur/cible 
et 

la figure 6 donne le titre de virus recombinant de la vaccine, resultant 
du test d'epreuve, en pfu/ml/mg ovaire, pour les 4 groupes de 8 souris 
immunisees par les differentes combinaisons d'ad6novirus : AdNS3NS4 + 
AdNS5b (l er groupe), les adenovirus AdNS3NS4 + AdNS5b + AdNS5a (2 &ne 
groupe), les adenovirus AdNS3NS4 + AdNSSb +AdCElE2 (3 dmc groupe) et 
l'adenovirus AdpGal (4* me groupe). 

Exemple 1 : Preparation d'un aden o virus permettant ['expression des mutfinw 
NS3/NS4 etNS5b selon I'lnventi™ 
1 Adenovirus 

Les adenovirus recombinants sont generis par transfection (CaP0 3 ) de la lignee 
de complementation 293 (Graham, Smiley, et al. 1977) apres linearisation des genomes 
par Pad. Les virus recombinants se propagent et sont amplifies sur cette m6me lignee, 
et leur purification est realisee a partir des cellules infectees. Les cellules sont 
recuperees par centrifugation (1500 tpm (tours par min), 10 min) et lysees par 3 cycles 
de congelation/decongelation. Le lysat cellulaire est clarifid par deux centrifugations 
(2000 tpm, 10 min; 8000 tpm, 15 min), puis purifi6 par deux ultracentrifugations 
successives. La premiere est realisee sur un gradient de Chlorure de Cesium (density 
1,4 et 1,25) a 30000 tpm pendant 1 heure. La seconde est realisee sur un coussin de 
Chlorure de Cesium (densite 1,34) a 35000 tpm pendant 18 heures. Les phases 
contenant les virions sont prelevees et diluees de moitie dans un tampon saccharose 
60%. Les suspensions virales sont alors dialysees contre du tampon de formulation 
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(pour 10 litres: 3423g de saccharose; 12,llg de Tris; 2,033g de MgCl 2 ; 87,7g de NaCl), 
puis aliquot6es. Leur titrage est realise par immunofluorescence indirecte sur cellules 
293 infectees par differentes dilutions virales et marquees par un anticorps specifique 
de la DNA-Binding Protein adenoviral (a72K B6-8) (Reich, Sarnow, et al, 1 983). 
5 2 Preparation de Padenovirus AdNS3NS4 

Cet adenovirus permet l'expression du gene codant pour la polyproteine 
NS3/NS4 (SEQ ID N°l et 2) sous le controle du promoteur CMV. 

2.1 Amplification par PCR de la sequence nucleotidique codant pour la 
polyproteine NS3/NS4 
10 Pour ce faire, on a utilise les oligonucleotides suivants : 

0IVI66 : 5 f -GGG GGG GCT ATG GCG CCT ATC ACG GCC TA-3' (SEQ ID N°9) 
OIV171 : 5 f -GGG GGG ACG CGT TTA GCA TGG CGT GGA GCA GT-3' (SEQ ID 
N°10) 

ainsi que les reactifs suivants : 
15 Tag DNA Polymerase, tampon PCR, MgCl 2 1 ,5mM et dNTP lOmM (Invitrogen). 
Les conditions de PCR ont ete les suivantes : 
5 min h 94°C, puis 

30 cycles de la s6rie : 45 s a 94°C, 45 s a 62°C et 1 min a 72°C, puis 
10mina72°C 

20 2.2 Insertion du fragment de PCR NS3/NS4 dans le plasmide de transfert 

pTG13387 

On a effectue les 6tapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du plasmide pTG13387 (figure 1 A, Transgene) par NheVMlul 
(Nhel, Inviti-ogen dans React 4 Buffer et Mlul, Invitrogen dans React 3 Buffer) 

25 - Digestion enzymatique du fragment NS3/NS4 par NheVMlul 

- Ligature(T4 DNA Ligase (Invitrogen) dans Reaction Buffer (Invitrogen)), 

- Transformation bactSrienne (souche 5K, Transg&ne) 

-Selection des clones bact&iens sur milieu LB (Difco) + ampicilline (100jLig/ml ? 
Duchefa) 

30 - Maxi-preparation plasmidique (Qiagen, selon le protocole du fournisseur) d r un clone 
positif apres analyse de restriction 
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-Analyse de restriction: digestion par Smal (Invitrogen dans React 4 Buffer) et 
obtention de fragments de : 5450, 2164, 909, 214 et 180 pb 

- Obtention du plasmide pJV315 delete de sa region El et contenant la sequence 
NS3/NS4 sous le controle du promoteurCMV (figure IB). 

2.3 Recombinaison homologue avec 1e g enome adenoviral comnlet delet6 de sa 
region E3 contenu d ans le plasmide pTG6fi?4 
On a effectue les Stapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du plasmide obtenu ci-dessus pIV315 par PacVPvul (Pad 
dans tampon NEB1, Biolabs et Pvul dans React 7 Buffer, Invitrogen); isolement sur gel 
d'agarose du fragment contenant la cassette pCMV-NS3-NS4 

-Digestion enzymatique du plasmide pTG6624 (figure 1C) par Clal (dans React 1 
Buffer, Invitrogen) 

- Transformation bacterienne (souche BJ, Transgene) pour effectuer la recombinaison 
homologue entre les deux fragments plasmidiques 

- Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (100 ug/ml) 

- Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 2263, 621, 
3814, 214, 2164, 909, 180, 2463, 6480, 1398, 4456, 1455, 3540, 3386, 230 et 3685 pb 
-Obtention du genome adenoviral complet Adenovirus AdNS3NS4, delete de ses 
regions E3 et El, cette derniere ayant et6 remplacee par la cassette d'expression pCMV- 
NS3-NS4 (pIV317. figure ID). 

3 Preparati on de I'adenovirus AdNS3NS4NS5h 

Cet adenovirus permet l'expression du gene codant pour la polyproteine 
NS3/NS4 sous le controle du promoteur CMV et l'expression du gene codant pour le 
polypeptide NS5b sous le contrdle du promoteur S V40 

3.1 Construction du plasmide de transfert permettant le clonaee dans la region 
E3 de I'adenovirus d'une sequence c o dante sous le controle du promoteur CMV 

On a mis en oeuvre les etapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du plasmide pTG4664 (figure IE, Transgene) par BgOi (dans 
React 3 Buffer, Invitrogen) 

-Digestion enzymatique du plasmide pTG 13074 (figure IF, Transgene) par 
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BamHl/BgUl (dans React 3 Buffer, Invitrogen) 

- Ligature (T4 DNA ligase), transformation bacterienne (souche 5K) 

- Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (100 \xg/ml) 

- Maxi-pr6paration plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de restriction 
5 - Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 4940, 1305 

et 230 pb 

- Obtention du plasmide pIV267 (figure 1G) 

- Digestion du plasmide ainsi obtenu pIV267 par ClaVMunl (dans React 1 Buffer, 
Invitrogen) 

10 - Traitement par la DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment (dans React 2 Buffer, 
Invitrogen) 

- Ligature (T4 DNA Ligase) 

- Transformation bacterienne (souche 5K) 

- Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (100 jag/ml) 
15 - Maxi-pr6paration plasmidique (Qiagen) 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 4692, 1305 
et 230 pb 

- Obtention du plasmide pIV270, plasmide de transfert permettant le clonage dans la 
region E3 de Tad&iovirus d'une sequence codante sous le contrfile du promoteur CMV 

20 (figure 1H). 

3.2 Remplacement du promoteur CMV par le promoteur SV40 dans t>IV270 
On a effectue les 6tapes suivantes : 

- Amplification par PCR du fragment nucleotidique correspondant au promoteur SV40, 
h partir du plasmide commercial pcDNAHygro (Clonetech) grace aux oligonucleotides 

25 suivants: 

- oF/232: 5'-GGG GGG AGA TCT CCA GCA GGC AGA AGT ATG-3' (SEQ 
ID N°ll) 

- OIV233 : 5 -GGG GGG GTC GAC CGA AAA TGG ATA TAC AAG CTC-3 1 
(SEQ ID N° 12) 

30 et selon le mode op6ratoire d6crit dans le point 2.1 ci-dessus, a ceci pres qu'on a utilise 
tine temp6rature de 58°C a la place de 62°C 
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- Digestion enzymatique de pIV270 par BgKVSaR (dans React 10 Buffer, Invitrogen) 

- Digestion enzymatique du fragment de PCR par BgUVSatl 

- Ligature (T4 DNA ligase), transformation bacterienne (souche 5K) 

- Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (100 jag/ml) 

5 - Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 4692, 719, 
80et230pb 

- Obtention du plasmide pIV330. plasmide de transfert pennettant le clonage dans la 
region E3 de Tadenovirus d'une sequence codante sous le contrdle du promoteur SV40 

10 (figure II). 

3.3 Insertion du fragment de PCR NS5b dans le plasmide de transfert t>IV330 
On a effectue les etapes suivantes : 

- Amplification par PCR de la sequence nucleotidique codant pour la proteine NS5b 
(SEQ ID N°3 et 4) grace aux oligonucleotides suivants: 

15 - QIV212: 5 ! -GGG GGG TCT AGA ATG TCA ATG TCC TAC ACA TGG AC-3' 

(SEQIDN 0 13) 

- orV218: S'-GGG GGG TCT AGA TTA CCG GTT GGG GAG CAG GT-3 1 (SEQ 
IDN°14) 

et selon le mode op6ratoire decrit dans le point 2.1 ci-dessus, a ceci pr&s qu'on a utilise 
20 une temperature de 60°C a la place de 62°C 

- Digestion enzymatique du plasmide pIV330 obtenu ci-dessus par Xbal (dans React 2 
Buffer, Invitrogen) 

- Digestion enzymatique du fragment de PCR par Xbal 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche 5K) 

25 - Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (1 00 jag/ml) 

- Maxi-pr<§paration plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 4692, 1505, 
760, 719et230pb 

- Obtention du plasmide pIV336. plasmide de transfert dans la delation E3 contenant la 
30 sequence NS5b sous le controle du promoteur SV40 (figure 1 J) 
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3,4 RecombinaisoB homologue avec le genome adenoviral recombinant pIV317 
pour obtenir P adenovirus du titre 

On a mis en oeuvre les etapes suivantes : 
-Digestion du plasmide pIV317 obtenu dans le point 23 ci-dessus par Srfi (dans 
5 Universal Buffer, Stratagene) 

- Digestion du plasmide pIV336 obtenu dans le point 3.3 par NheUSacll (dans Buffer T, 
Amersham Pharmacia Biotech) et isolement sur gel d'agarose du fragment contenant la 
cassette pSV40-NS5b 

- Transformation bacterienne (souche BJ) pour effectuer la recombinaison homologue 
10 entre les deux fragments plasmidiques 

- Selection des clones bacteriens sur milieu LB + ampicilline (100 jag/ml) 

- Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apr&s analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 6480, 4456, 
3814, 3540, 3386, 2739, 2463, 2263, 2164, 1455, 1398, 1105, 909, 760, 719, 621, 230, 

15 214 et 180 pb 

-Obtention du g&iome adenoviral complet souhait6, delete de la region El, celle-ci 
ayant &<§ remplacSe par la cassette ^expression pCMV-NS3-NS4, et delete de la region 
E3, celle-ci ayant ete remplacee par la cassette ^expression pSV40-NS5B (plasmide 
pIV342, figure IK). 

20 4 Confirmation de ^expression des antigenes inseres dans les differents 

adenovirus 

L'expression des antigenes du VHC codes par les adenovirus AdNS3NS4, 
AdNS5b et AdNS3NS4NS5b a ete veriftee par Western blot apres infection de cellules 
Huh7, Comme attendu, tous les antigenes ont et6 exprimes. 

25 

Exemple 2 : Preparation d>un poxvirus permettant Pexpression des prolines 
NS3/NS4 et NS5b selon Pinvention 
1 Poxvirus MVA 

La souche Modified Virus Ankara MVATG N33 a 6te fourni par TRANSGENE 
30 S.A. (Strasbourg, France). 
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2 Preparation du plasmide de transfert permettant Pexpression du gene 
NS3/NS4 sous le contrdle du oromoteur ph5r 

2.1 Construction du vecteur pIV250 contenant les bras de recombinaison BRG2 
et BRD2 du MVA, ainsi que le gene de s61ection GPT sous le contrdle du promoteur 

5 . ph5r (MVA\ suivi d'un deuxieme promoteur ph5r pour permettre 1' expression du gene 
d'int6ret 

Dans ce point, on souhaite Pinsertion du fragment ph5r-GPT-BRG3-ph5r 
(provenant du plasmide pTG9997, Transgene) dans le plasmide pTG6018 (Transgene) 
contenant les bras de recombinaison BRG2 et BRD2. 
10 Pour ce faire, on a effectug les etapes suivantes : 

- Digestion enzymatique par BamHllSacl (dans React 2 Buffer, Invitrogen) du vecteur 
pTG601 8 (figure 2A) 

- Digestion enzymatique par BamHl, puis digestion partielle par Sacl du plasmide 
pTG9997 (figure 2B) 

15 - Purification selon le protocole de QIAGEN du fragment de restriction de 1047 pb qui 
contient la sequence codant pour ph5r-GPT-BRG3-ph5r 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche TGI, Statagene) 

- Selection des clones bacteriens sur ampicilline (100 ug/ml) 

- Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de restriction 
20 (EcoRV + Hindill (dans React 2 Buffer, Invitrogen) : fragments de 246, 439, 476, 826 

et 2789 pb ; Sacl : fragments de 9 1 5 et 3 86 1 pb) 

- Obtention du plasmide vise (pIV250, figure 2C). 

2.2 Amplification par PCR de la sequence nucleotidique codant pour la 
polyproteine NS3/NS4 

25 On a utilise les oligonucleotides suivants : 

0IV225: 5*- GGG GGG CTG CAG ATG GCG CCT ATC ACG GCC TA -3* (SEQ ID 
N°15) 

0IV226: 5'- GGG GGG TCT AGA TTA GCA TGG CGT GGA GCA GT -3' (SEQ ID 
N°16) 

30 et selon le mode opeiratoire decrit dans l'exemple 1, point 2.1 ci-dessus, a ceci pres 
qu'on a utilise une temperature de 52°C a la place de 62°C 
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2.3 Insertion du fragment de PCR NS3-NS4 dans le p lasmide t>IV250 
Pour ce faire, on a effectue les efapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du plasmide pIV250 obtenu dans le point 2.1 ci-dessus par 
Pstl (dans React 2 Buffer, Invitrigen)//KKzI 

5 - Digestion enzymatique du fragment PCR NS3/NS4 par PstVXbal 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche TGI) 

- Selection des clones bacteriens sur ampicilline (100 ug/ml) 

- Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de 
restriction .(Hindlll (dans React 2 Buffer, Invitrogen) : fragments de 4763 et 2789 pb ; 

10 Sphl (dans React 6 Buffer, Invitrogen) : 1534 et 5991 pb ; Ncol (dans React 3 Buffer, 
Invitrogen) : 2764 et 4761 pb) 

- Obtention du plasmide de transfert contenant la sequence codant pour la polyproteine 
NS3/NS4 sous le contrdle du promoteur ph5r (pIV327, figure 2D). 

3 Preparation du plasmide pIV328 permettant Texpression d e la proteine 
15 NS5b sous le contrdle du promoteur p7.5 

3.1 Amplification par PCR de la sequence nucleotidique codant pour la proteine 

NS5b 

On a utilis6 les oligonucleotides suivants : 
oIV227 : 5'- GGG GGG GTC GAC ATG TCA ATG TCC TAC ACA TGG AC -3' 
20 (SEQIDN°17) 

OIV228 : 5'- GGG GGG GCA TGC TTA CCG GTT GGG GAG CAG GT -V (SEQ ID 
N°18) 

et selon le mode operatoire decrit dans l'exemple 1, point 2.1 ci-dessus, a ceci pres 
qu'on a utilis6 une temperature de 52°C a la place de 62°C 
25 3.2 Obtention du plasmide 

On a effectue les 6tapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du fragment PCR codant pour NS5b par SaWSphl 

- Digestion enzymatique de pTG186 (figure 2E, Transgene) par SaWSphl 

- Dephosphorylation du vecteur pTG186 (phosphatase alkaline ROCHE) 
30 - Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche TGI) 

- Selection des clones bacteriens sur ampicilline (100 p.g/ml) 
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-Maxi-preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apres analyse de 
restriction : (Hindlll : fragments de 1984, 2627 et 4437 pb ; Bglll : fragments de 321, 
557, 1361, 1451, 2237 et 3121 pb ; Kpnl (dans React 4 Buffer, Invitrogen) : fragments 
de : 2787 et 6261 pb) 

- Obtention du plasmide de transfert contenant la sequence codant pour le polypeptide 
NS5b sous le controle du promoteur p7.5 (pIV328, figure 2F) 

4 Preparation des nlasmides de tr ansfert pIV329 et pIV344 permettant 
l'expression du gene codant pour la polyproteine NS3/NS4 sous le contrflle du 
promoteur phSr et du gene codant p our la proteine NS5b sous le contrfile du 
promoteur p7.5 

Pour ce faire, on a mis en ceuvre les etapes suivantes : 

- Amplification par PCR de la sequence nucleotidique codant pour la proteine NS5b a 
partir du plasmide pIV328 obtenu dans le point 3.2 ci-dessus en utilisant les 
oligonucleotides suivants: 

OIV229 : 5'- GGG GGG TCT AGA CCG GTA GTT CGC ATA TAC ATA -3' (SEQ ID 
N°19) 

OIV218 : 5'- GGG GGG TCT AGA TTA CCG GTT GGG GAG CAG GT-3' (SEQ ID 
N°14) 

et selon le mode operatoire decrit dans l'exemple 1, point 2.1 ci-dessus, a ceci pres 
qu'on a utilis6 une temp6rature de 50°C a la place de 62°C 

- Digestion enzymatique du fragment de PCR par Xbal 

- Digestion enzymatique du plasmide pIV327 obtenu dans le point 2.3 ci-dessus par 
Xbal 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche TGI) 

- Selection des clones bact6riens sur ampicilline (100 jj.g/ml) 

-Maxi preparation plasmidique (Qiagen) de 2 clones positifs apres analyse de 
restriction : (Pstl : pIV329 : fragments de 3033 et 6466 pb, pIV344 : 4641 et 4858 pb ; 
Apal (dans React 4 Buffer, Invitrigen) : pTV329 : 454, 960 et 8085 pb, pIV344 : 454, 
1418 et 7627 pb ; Ncol : pIV329 : 4269, 469 et 4761 pb , pTV344 : 3053, 1685 et 4761 
pb ; Smal : pIV329 : 214, 2164, 1444 et 5677 pb, pIV344 : 214, 2164, 928 et 6193 pb) 

- Obtention soit du plasmide de transfert permettant l'expression de la polyproteine 
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NS3/NS4 sous le controle du promoteur ph5r et de la proteine NS5b sous le contrdle du 
promoteur p7.5, les 2 cassettes d'expression 6tant orientfes dans le meme sens 
(pIV329, figure 2G), soit du plasmide de transfert permettant Pexpression de la 
polyproteine NS3/NS4 sous le contrdle du promoteur ph5r et de la proteine NS5b sous 
5 le controle du promoteur p7.5, les 2 cassettes d'expression etant orient6es en sens 
opposes (pIV344, figure 2H). 

5 Confirmation de Pexpression des antigenes inseres dans les diffferents 
poxvirus 

On a verifie par Western blot, apres infection de cellules Huh7 avec les poxvirus 
10 concernes, que les poxvirus pIV329 et prV344, contenant les sequences codant pour la 
polyprot6ine NS3NS4 et le polypeptide NS5b, exprimaient ces dits antigenes du VHC. 

Exemple 3 : Mise en evidence de Pimmunogenicite de ia combinaison NS3/NS4 et 
NS5b 

15 1 Immunisation des souris 

On a immunise des souris transg6niques HLA-A2.1, une fois, par injection 
intra-musculaire d'au moins un adenovirus choisi parmi les adenovirus suivants : 
AdNS3NS4 prepare dans Pexemple 1 ci-dessus (point 2.3), 
AdNS5b prepare dans Pexemple 1 ci-dessus (point 3.3), 
20 - AdNSSa prepar6 selon le mode op6ratoire de Pexemple 1, point 2, k ceci pres 
qu'on a utilise les amorces nucleotidiques suivantes pour amplifier la sequence 
nucleotidique codant pour le polypeptide NS5a (SEQ ID N°5 et 6) : 
OIV172 : 5'-GGG GGG GGT ACC ATG TCC GGC TCG TGG CTA AGG-3' (SEQ ID 
N°20) 

25 OTVT73: 5'-GGG GGG TCT AGA TTA GCA GCA GAC GAT GTC GTC-3' (SEQ ID 
N°21), 

qu'on a remplace dans la PCR la temperature de 62°C par 56°C, que la digestion 
enzymatique de pTG13387 et du fragment NS5a a &6 mise en oeuvre par KpnVXbal, 
Panalyse de restriction par digestion par Smal de pTG13387 donnant les fragments de 
30 180 et 7251 pb et de pTG6624 donnant les fragments de 2263, 621, 5615, 180, 2463, 
6480, 1398, 4456, 1455, 3540, 3386, 230 et 3685 pb 
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AdCElE2 selon le mode operatoire de Pexemple 1, point 2, a ceci pres qu'on 
a utilise les amorces nucleotidiques suivantes pour amplifier la sequence nucleotidique 
codant pour la polyproteine Core-El -E2 (autrement appelee CE1E2) (SEQ ID N°7 et 
8): 

5 . oIV62 : y-GGG GGG GCT AGC ATG AGC ACA AAT CCT AAA CCT-3* (SEQ ID 
N°22) 

0IV68: 5'-GGG GGG TCT AGA TCA GGC CTC AGC CTG GGC TAT-3' (SEQ ID 
N°23), 

qu'on a remplace dans la PCR la temperature de 62°C par 56°C, que la digestion 
10 enzymatique de pTG13387 et du fragment CE1E2 a ete mise en oeuvre par NheVXbal, 
l'analyse de restriction par digestion par Smal de pTG13387 dormant les fragments de 
163, 435, 2270, 180 et 5254 pb et de pTG6624 donnant les fragments de 2263, 621, 
3618, 163, 435, 2270, 180, 2463, 6480, 1398, 4456, 1455, 3540, 3386, 230 et 3685 pb, 
et 

15 - AdpGal (Transgene), 
selon le protocole suivant : 

10 9 pfudAdNS3NS4ou 
10 9 prud'AdNS5bou 
1 0 9 pfu d'AdCEl CE2 ou 
20 - 1 0 9 pfu d' AdNS3NS4 et 1 0 9 pfu d' AdNS5b ou 

1 0 9 pfu d' AdNS3NS4, 1 0 9 pfu d' AdNS5b et 1 0 9 pfu d' AdNSSa 
1 0 9 pfu d' AdNS3NS4, 10 9 pfu d' AdNSSb et 1 0 9 pfu d'AdCE 1 E2 ou 
1 0 9 pfu d' Adp-Gal a titre de temoin. 
Avant immunisation, on a verifie, par Western blot, 1' expression des antigenes 
25 du VHC et de P-Gal par les differents adenovirus utilises pour Pimmunisation. 
2 Tests CTL et ELISPOT 

Quinze jours apres l'injection, on a analyse la reponse cellulaire en isolant les 
cellules de la rate (splenocytes) des souris et on a effectu6 un test CTL et un test 
ELISPOT comme suit : 

30 Pour le test CTL, on a cultive ces splenocytes en plaque 24 puits en presence 

de : 
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- 5 \xU de l'epitope GLL (GLLGCIITSL, SEQ ID N°24) dans le cas des splenocytes 
provenant de souris ayant re<?u AdNS3NS4, 5 yM de l'6pitope ALY (ALYDVVSTL, 
SEQ ID N°25) ou 5 \xU de l'Spitope KLQ (KLQDCTMLV, SEQ ID N°26) dans le cas 
des splenocytes provenant de souris ayant regu AdNS5b ou de 5 |iM de l'epitope DLM 
(DLMGYIPLV, SEQ ID N°27) dans le cas des splenocytes provenant de souris ayant 
re9u AdCElE2, lesdits epitopes etant sons la forme de peptide synthetique 
(Eurogentex), et 

- 10 U d'interleukine 2 recombinante murine (Brinster et aL, Hepatology 2001) par ml 
dans du milieu minimum essentiel alpha (aMEM) pendant 5 jours. Au 5 jour, on a 
effectue Tetape de restimulation qui consiste a rajouter aux splenocytes en culture des 
splenocytes de souris naives en presence desdits Epitopes pendant 2 jours. Au 7 6me jour, 
on a realise le test CTL en lui-m6me qui consiste a mettre en presence les splenocytes 
des souris immunis6es apres les 7 jours de culture (cellules effectrices) et des cellules 
EL4 S3 -Rob HDD chargees avec lOfxM desdits epitopes et marquees au Cr 51 (cellules 
cibles). On a determine Pactivit6 cytotoxique specifique des cellules effectrices par la 
mesure, apres 4 h. d'incubation avec les cellules cibles, du Cr 51 libere suite a la lyse des 
cellules cibles en utilisant un appareil de comptage y-Cobra II (Packard, Rungis, 
France). On a determine la liberation spontanSe et maximale a partir de puits contenant 
soit du milieu seul, soit du tampon de lyse (HC1 IN). On a calcule le pourcentage 
specifique de cytotoxicity par la formule : 

(liberation dans Pessai - liberation spontanee)/(lib$ration maximale - liberation 
spontan6e) xlOO. On a determine la lyse sp6cifique d'6pitope par la difference entre le 
pourcentage de lyse specifique obtenu en presence ou en 1' absence desdits epitopes. 

On a effectue le test ELISPOT en cultivant les spl6nocytes pendant 48 h dans 
des plaques 96 puits Multiscreen (Millipore) pr6alablement « coatees » avec de 
Tanticorps anti-interf6ron gamma (IFNy) (10ng/ml final). On a mis en culture les 
splenocytes en presence de IOjxM des 6pitopes appropries, comme indiqu6 ci-dessus, et 
de 10 U d'interleukine 2 recombinante murine par ml dans du aMEM. Pour le controle 
positif, on a cultive les splenocytes en presence de concanavaline A (5 jig/ml). Pour le 
controle negatif, on a cultiv6 les splenocytes soit en pr6sence d'un peptide non 
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specifique appartenant a la proteine de capside du VHC, de sequence DLMGYIPLV 
(egalement appele peptide irrelevant), soit en milieu seul sans epitope. On a lave les 
puits a trois reprises, respectivement avec du PBS-Tween 0,05% puis du PBS, 
operation suivie d'une incubation de 2h avec des anticorps anti-IFNy de souris 
biotinyles. Apres lavage, on a incube les puits pendant 1 h avec un conjugue 
streptavidine-peroxydase de raifort et on a r6vel6 1'activite enzymatique par degradation 
du substrat AEC (aminoethylcarbazole). Les spots obtenus ont ete comptes grace a un 
lecteur ELISpot Zeiss (microscope Zeiss couple au logiciel KS-ELISpot). 

Les resultats sont indiqu6s sur les figures 3 a 5 sur lesquelles S correspond a 
souris et Souris neg correspond a la souris temoin. 

Ces resultats mettent en evidence que 

- l'AdNS3NS4 induit bien une reponse a mediation cellulaire specifique des antigenes 
exprimes, comme illustre. sur la figure 3A et 3B par la detection de lymphocytes T 
specifiques de l'epitope GLL contenu dans NS3. 

- l'AdNS5b induit bien une reponse a mediation cellulaire specifique des antigenes 
exprimes, comme illustre sur la figure 4 par la detection de lymphocytes T specifiques 
de l'epitope ALY et KLQ contenus dans NS5b. 

- l'AdCElE2 induit bien une reponse a mediation cellulaire specifique des antigenes 
exprimes, comme illustre sur la figure 5 par la detection de lymphocytes T specifiques 
de l'epitope DLM contenus dans la proteine Core. 

3 Test d'epreirve in vivo a Paide d'un virus vaccine recombinant 
Afin d'evaluer si les reponses immunes specifiques induites par les differents 
adenovirus etaient capables d'induire une protection contre une epreuve infectieuse 
(« protection in vivo »), nous avons soumis les souris vaccinees a une telle epreuve. 

La souris n'etant pas infectable directement par le VHC, nous avons utilise, 
pour relier l'induction d'une reponse immunitaire sp6cifique et la resistance a une 
infection, un virus vaccine recombinant (souche WR) codant pour les proteines non 
structurales du VHC (NS2 a NS5b) pour realiser cette epreuve. Ce virus recombinant de 
la vaccine, apres injection intra-peritoneale de 10 7 pfu a la souris, va se repliquer chez 
l'animal. La replication de ce virus induit une reponse immunitaire a la fois specifique 
des antigenes de la vaccine et specifique des antigenes du VHC, comme il exprime 
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aussi les proteines NS du VHC. Cette reponse specifique des antigenes du VHC sera 
d'autant plus efficace et vigoureuse que les souris auront deja re<?u un vaccin exprimant 
les antigenes du VHC. En d'autres termes, plus la vaccination (dans le cas present 
r6alisee avec les adenovirus recombinants) aura 6te efficace (c'est-a-dire que le systeme 
5 immun des souris aura ete « prime » efficacement par le vaccin), plus la reponse anti- 
VHC g6ner6e apres Pepreuve par le virus recombinant de la vaccine sera forte et, par 
voie de consequence, plus les souris seront « prot6g6es » contre cette epreuve. En 
pratique, plus le taux r6siduel de virus de la vaccine dans les souris sera faible, plus la 
protection ou la neutralisation due a la vaccination aura 6te efficace. 
10 La neutralisation du virus vaccine reflate a la fois la reponse cellulaire induite 

par les proteines du VHC et par les proteines de la vaccine. La neutralisation est 
evalu6e par titration du virus vaccine r6siduel k partir des ovaires des animaux comme 
suit : les ovaires sont preleves a 4 jours post-epreuve, soniques, congeles-decongeles 3 
fois puis apres centrifugation, des dilutions successives de surnageant sont titrees selon 
15 la technique des plages de lyse (Murata et al, PNAS, vol. 100, p.6753-6758) sur 
cellules Hutk-. Les titres viraux sont determines en pfu/ml/mg d'ovaire. 

On a determine le titre de virus recombinant de la vaccine pour 4 groupes de 8 
souris immunisees par les combinaisons d' adenovirus suivantes : AdNS3NS4 + 
AdNSSb (1* groupe), AdNS3NS4 + AdNS5b + AdNS5a (2 dme groupe), AdNS3NS4 + 
20 AdNSSb +AdCEl E2 (3 6me groupe) et AdpGal (4 6me groupe). 

Les resultats, donnes sur la figure 6, sont traites de fa9©n statistique en se basant 
sur le test non parametrique de Mann Whitney Wilcoxon (Methodes Statistiques k 
l'usage des medecins et des biologistes, Collection Statistique en Biologie et en 
Medecine, Flammarion Medecine Sciences, (D. Schwartz), 1977) qui repose sur une 
25 comparaison des moyennes, et permet la comparaison des valeurs de deux echantillons 
x ety independants. 

Ce test est mis en oeuvre comme suit : Tensemble des valeurs des deux groupes 
x ety k comparer est classe de fa9on croissante. Un rang est ensuite attribue a chaque 
valeur, et la somme des rangs est effectuee. On obtient alors Wx et Wy. On calcule 
30 alors une valeur de reference appeiee (Wx) t (valeur theorique dans l'hypothese nulle ou 
Wx n'est pas different de Wy) et liee par le rapport : n(N+l)/2, avec n = nombre de 
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souris testes dans le groupe x et N = nombre de souris testees dans les groupes x et 

Si Wx est inferieur a (Wx) t (taux residuel de virus de la vaccine dans les souris 

faible), alors on peut conclure que la neutralisation due a la vaccination est 

significativement efficace. 

Si nous prenons l'exemple du groupe AdNS3NS4S5b note x compare au groupe 

AdpGal note y, nous obtenons les valeurs suivantes : 

Wx = 1+2+4+6+8+1 1+13+14 = 59 (8 souris testees) 
Wy = 3+5+7+9+10+12+15+16 = 77 (8 souris testees) 
Sous rhypothese nulle, Wx n'est pas different de Wy, la valeur attendue est : 

(Wx) t =(l/2)*8*17 = 68 

Wx < (Wx) t ce qui signifie que les valeurs obtenues dans le groupe 
AdNS3NS4NS5b sont plus petites que celles obtenues dans le groupe AdpGal et que la 
neutralisation due a la vaccination est sigaificativement efficace. 

Les valeurs statistiques pour les autres groupes de souris sont indiquees dans le 
tableau ci-dessous : 
Tableau 



Groupe/AdpGal 


Wx 


(Wr) t 


AdNS3NS4+NS5b 


52 


68 


AdNS3NS4+NS5b+ 
NS5a 


68 


68 


AdNS3NS4+NS5b+ 
CE1E2 


74 


68 



Les valeurs dans le tableau ci-dessus montrent que seule une vaccination des 
souris par la combinaison des Adenovirus NS3NS4 et adenovirus NS5b est capable 
d'induire une neutralisation significative de la replication du virus de la vaccine utilise 
dans l'epreuve par rapport au groupe de souris contrdle vaccine par 1'AdpGal. Les 
vaccinations r6alisees en utilisant les combinaisons comprenant (AdNS3NS4 + 
AdNS5b + AdNS5a) ou (AdNS3/NS4 + AdNS5b + AdCElE2), n'aboutissent pas a une 
difference significative par rapport au groupe de souris controle immunise par AdpGal. 
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Ces r6sultats permettent done de mettre en evidence, de fa?on inattendue, la 
protection superieure d'une vaccination combinant la polyprot6ine NS3NS4 et le 
polypeptide NS5b* 
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REVENDICATIONS 

1. Composition peptidique caracterisee en ce qu'elle comprend une polyproteine 
NS3/NS4 du virus de l'hepatite C, ainsi qu'un polypeptide NS5b du virus de l'hepatite 

5 C 

2. Composition peptidique selon la revendication 1, caracterisee en ce NS3 et/ou 
NS4 et/ou NS5b proviennent de virus de genotypes differents. 

10 3. Composition peptidique selon la revendication 1, caracterisee en ce que NS3, 

NS4 et NS5b proviennent d'un virus de meme g&iotype, de preference de genotype lb. 

4. Vecteur d'expression caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 et une sequence nucteotidique 

15 codant pour le polypeptide NS5b, ainsi que les moyens necessaires a leur expression. 

5. Vecteur d'expression selon l$i revendication 4, caracterise en ce que les 
sequences nucleotidiques codent pour une polyproteine et un polypeptide issus de virus 
de genotypes differents. 

20 

6. Vecteur d'expression selon la revendication 4, caracteris<§ en ce que les 
sequences nucleotidiques codent pour une polyproteine et un polypeptide issus d'un 
virus de m&ne genotype, de preference le genotype lb. 

25 7. Vecteur d'expression selon l'une quelconque des revendications 4 a 6, 

caract<§ris6 en ce que ce vecteur est un adenovirus. 

8. Vecteur d'expression selon la revendication 7, caracterise en ce que le 
g6nome de Padenovirus est modifi6 de fa?on a remplacer la region El par la cassette 
30 d'expression CMV-NS3-NS4 et a remplacer la region E3 par la cassette d'expression 
SV40-NS5b. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition peptidique caracterisee en ce qu'elle comprend une polyproteine 
NS3/NS4 du virus de l'hepatite C, ainsi qu'un polypeptide NS5b du virus de 1 'hepatite 

5 C. 

2. Composition peptidique selon la revendication 1, caracterisee en ce que NS3 
et/ou NS4 et/ou NS5b proviennent de virus de genotypes differents. 

10 3 - Composition peptidique selon la revendication 1, caracterisee en ce que NS3, 

NS4 et NS5b proviennent d'un virus de meme genotype, de preference de genotype lb. 

4. Vecteur d'expression caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 et une sequence nucleotidique 

15 codant pour le polypeptide NS5b, ainsi que les moyens necessaires a leur expression. 

5. Vecteur d'expression selon la revendication 4, caracterise en ce que les 
sequences nucleotidiques codent pour une polyproteine et un polypeptide issus de virus 
de genotypes differents. 

20 

6. Vecteur d'expression selon la revendication 4, caracteris6 en ce que les 
sequences nucleotidiques codent pour une polyprot6ine et un polypeptide issus d'un 
virus de meme genotype, de preierence le genotype lb. 

25 7. Vecteur d'expression selon Tune quelconque des revendications 4 a 6, 

caracterise en ce que ce vecteur est un adenovirus. 

8. Vecteur d'expression selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que le 
genome de l'adenovirus est modifie de facon a remplacer la region El par la cassette 
30 d'expression CMV-NS3-NS4 et a remplacer la region E3 par la cassette d'expression 
SV40-NS5b. 
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9. Vecteur d'expression selon Tune quelconque des revendications 4 a 6, 
caracterise en ce que ce vecteur est un poxvirus. 

5 . 10. Vecteur d'expression selon la revendication 9, caracterise en ce que le 

genome du poxvirus est modifte de fa?on a inserer la cassette d'expression NS3-NS4 et 
a inserer la cassette d'expression NS5b. 

11. Microorganisme ou cellule h6te transform^ par un vecteur d'expression tel 
10 que defini dans Tune quelconque des revendications 4 k 10. 

12. Anticorps diriges contre la composition peptidique telle que definiq dans 
l'une quelconque des revendications 1 k 3 ou contre les vecteurs d'expression tels que 
definis dans l'une quelconque des revendications 4 a 10. 

15 

13. Utilisation d'une composition peptidique telle que definie dans l'une 
quelconque des revendications 1 k 3, ou bien d'un vecteur d'expression tel que defini 
dans l'une quelconque des revendication 4 a 10, pu bien les sequences nucleotidiques 
codant pour ladite polyproteine NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b correspondant aux 

20 s6quences contenues dans les vecteurs d'expression tels que definis dans l'une 
quelconque des revendication 4 & 10, placees sous le controle d'elements necessaires a 
une expression constitutive et/ou inductible desdits peptides, ou bien des anticorps tels 
que definis dans la revendication 12, pour la preparation d'un medicament destine k 
1 'inhibition, la prevention ou le controle d'une infection provoquee par le virus de 

25 l'hepatite C chez un animal, de preference Phomme. 

14. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, comprenant a titre de 

substance active la composition peptidique telle que definie dans les revendications 1 k 

3, ou bien un vecteur d'expression tel que defini dans l'une quelconque des 

30 revendication 4 a 1 0, ou bien au moins un anticorps tel que defini dans la revendication 
12. 
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9. Vecteur d'expression selon l'une quelconque des revendications 4 k 6, 
caract&ise en ce que ce vecteur est un poxvirus. 

5 10. Vecteur d'expression selon la revendication 9, caracteris6 en ce que le 

genome du poxvirus est modifie de fa?on k inserer la cassette d'expression ph5r-NS3- 
NS4 et a inserer la cassette d'expression p7.5-NS5b. 

11. Microorganisme ou cellule hote transform^ par un vecteur d'expression tel 
10 que d£fini dans Tune quelconque des revendications 4 a 1 0. 

12. Anticorps diriges contre la composition peptidique telle que definie dans 
Tune quelconque des revendications 1 k 3 ou contre les vecteurs d'expression tels que 
definis dans Tune quelconque des revendications 4 & 10. 

15 

13. Utilisation d'une composition peptidique telle que definie dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 3, ou bien d'un vecteur d'expression tel que d<§fini 
dans l'une quelconque des revendication 4 a 10, ou bien les sequences nucleotidiques 
codant pour ladite polyproteine NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b correspondant aux 

20 sequences contenues dans les vecteurs d'expression tels que definis dans l'une 
quelconque des revendication 4 k 10, placSes sous le controle d'el&nents necessaires k 
une expression constitutive et/ou inductible desdits peptides, ou bien des anticorps tels 
que definis dans la revendication 12, pour la preparation d'un medicament destine a 
l'inhibition, la prevention ou le contrdle d'une infection provoquee par le virus de 

25 Fhepatite C chez un animal, de preference l'homme. 

14. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, comprenant k titre de 
substance active la composition peptidique telle que definie dans les revendications 1 a 
3, ou bien un vecteur d'expression tel que defini dans l'une quelconque des 

30 revendication 4 k 10, ou bien au moins un anticorps tel que defini dans la revendication 
12. 
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15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend egalement un vehicule pharmaceutiquement approprie. 

16. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, caracterise en ce qu'il comprend 
un vecteur d' expression tel que defini dans la revendication 7 ou 8 et/ou un vecteur 
d' expression tel que defini la revendication 9 ou 10. 

17. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, comprenant au moins un vecteur 
d'expression tel que defini dans Tune quelconque des revendications 4 a 10 et au moins 
une composition pharmaceutique telle que definie dans les revendications 14 et 15 ou 
au moins une sequence nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 et pour le 
polypeptide NS5b. 
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15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend 6galement un vehicule pharmaceutiquement approprie. 

5 16. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, caractSrise en ce qu'il comprend 

un vecteur d' expression tel que defini dans la revendication 7 ou 8 ou un vecteur 
d' expression tel que defini la revendication 9 ou 10. 

17. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, caract6ris6 en ce qu'il comprend 
10 un vecteur d'expression tel que defini dans la revendication 7 ou 8 et un vecteur 

d'expression tel que defini la revendication 9 ou 10. 

18. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, comprenant au moins un vecteur 
d'expression tel que defini dans Tune quelconque des revendications 4 a 10 et 

15 (i) au moins une composition peptidique telle que definie dans les 

revendications 1 k 3 ou 

(ii) des anticorps tels que definis dans la revendication 12 ou 

(iii) au moins une sequence nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 
et pour le polypeptide NS5b. 
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15. Composition phaimaceutique selon la revendication 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend egalement un vehicule phatmaceutiquement approprie. 

16. Kit phaimaceutique, notamment vaccinal, caracterise en ce qu'il comprend 
un vecteur d'expression tel que defini dans la revendication 7 ou 8 et un vecteur 
d'expression tel que defini la revendication 9 ou 10. 

17. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, comprenant au moins un vecteur 
d'expression tel que defini dans 1'une quelconque des revendications 4 a 10 et 

(i) au moins une composition peptidique telle que definie dans les 
revendications 1 a 3 ou 

(ii) des anticorps tels que definis dans la revendication 12 ou 

(iii) au moins une sequence nucleotidique codant pour la polyproteine NS3/NS4 
et pour le polypeptide NS5b. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> BIOMERIEUX 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE 

,m? 0> C ° n «' osi tion comprenant la polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b du 



<130> 


ADENOVIR 


<160>- 


27 


<170> 


Patentln version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


2844 


<212> 


DNA 


<2X3> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


sequence codant pour NS3NS4 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (2844) 


<223> 




<400> 


1 



atg gcg cct ate acg gec tat tec caa caa acg ego acre eta ctt aao 
Met Ala Pro He Thr Ala Tyr Ser Gin Gin Thr Arg Sly Su 2u Hy 



10 



15 



tgt ate ate act age etc aca ggt egg gac aag aac cag gtc gat ggg 
Cys He He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gin Val Asp Sly 
20 25 30 

gag gtt cag gtg etc tec ace gca acg caa tct ttc ctg gcg ace tcrc 
Glu val Gin Val Leu Ser Thr Ala Thr Gin Ser Phe Leu Sla Tnr cjs 
35 40 45 

?2 tit S?f aC ° gt ° ta ° Cat ggt gCC ggc tca aa 9 acc 

Val Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His Gly Ala Gly Ser Lys Thr 

50 55 60 

rlf. f?° %T aa9 ggt CCa atC acc caa ata tac ac <= aat gta gac 

Leu Ala Gly Pro Lys Gly Pro He Thr Gin Met Tyr Thr Asn Val Asp 

65 70 75 80 

III III ? tc ? gc tgg ccg gcg ccc coc ggg gcg cgc tcc atCT aca 

Gin Asp Leu Val Gly Trp Pro Ala Pro Pro Gly Ala Arg Ser Met Thr 
85 90 95 

ccg tgc acc tgc ggc age teg gac ctt tac ttg gtc acg agg cat acc 
Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Th? Sg nil I la" 
100 105 X10 

f at 5*? a ^ CCg 9tg CgC Cgg cga ggc * ac aCTC a 99 333 agt eta etc 
Asp val He Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg SlJ sir Leu Leu 

115 120 125 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



2 



tec cct agg ccc gtc tec tac ctg aag ggc tec teg ggt gga cca ctg 432 
Ser Pro Arg Pro Val Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Ser Gly Gly Pro Leu 
130 135 140 

ctt tgc cct teg ggg cac gtt gta ggc ate ttc egg get get gtg tgc 480 
Leu Cys Pro Ser Gly His Val Val Gly lie Phe Arg Ala Ala Val Cys 
145 150 155 1^0 

acc egg ggg gtt gcg aag gcg gtg gac ttc ata ccc gtt gag tct atg 52 8 

Thr Arg Gly Val Ala Lys Ala Val Asp Phe lie Pro Val Glu Ser Met 
165 170 175 

gaa act acc atg egg tct ccg gtc ttc aca gac aac tea tec cct ccg 576 
Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro 
180 185 190 

gec gta ccg caa aca ttc caa gtg gca cat tta cac get ccc act ggc 624 
Ala Val Pro Gin Thr Phe Gin Val Ala His Leu His Ala Pro Thr Gly 
195 200 205 

age ggc aag age acc aaa gtg ccg get gca tat gca gec caa ggg tac 672 
Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val Pro Ala Ala Tyr Ala Ala Gin Gly Tyr 
210 ~ 215 220 



aag gtg etc gtc eta aac ccg tec gtt get gec aca ttg ggc ttt gga 
Lys Val Leu Val Leu Asn Pro Ser Val Ala Ala Thr Leu Gly Phe Gly 
225 230 235 240 

gcg tat atg tec aag gca cat ggc ate gag cct aac ate aga act ggg 
Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly lie Glu Pro Asn lie Arg Thr Gly 
245 250 255 



ggc aca gtc ctg gat cag gca gag acg get gga gcg egg etc gtc gtg 
Gly Thr Val Leu Asp Gin Ala Glu Thr Ala Gly Ala Arg Leu Val Val 
305 310 315 320 

etc gec acc gee acg cct ccg gga teg ate acc gtg cca cac ccc aac 
Leu Ala Thr Ala Thr Pro Pro Gly Ser lie Thr Val Pro His Pro Asn 
325 330 335 

ate gag gaa gtg gee ctg tec aac act ggg gag att ccc ttc tat ggc 
He Glu Glu Val Ala Leu Ser Asn Thr Gly Glu He Pro Phe Tyr Gly 
340 345 350 

aaa gec ate ccc att gag gee ate aag ggg gga agg cat etc ate ttc 
Lys Ala He Pro He Glu Ala He Lys Gly Gly Arg His Leu He Phe 
355 360 365 



720 



768 



gta agg acc ate acc acg ggc ggc ccc ate acg tac tec acc tat ggc 816 
Val Arg Thr He Thr Thr Gly Gly Pro He Thr Tyr Ser Thr Tyr Gly 
260 265 270 

aag ttc ctt gee gac ggt gga tgc tec ggg ggc gec tat gac ate ata 864 
Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly Cys Ser Gly Gly Ala Tyr Asp He He 
275 280 285 

ata tgt gac gaa tgc cac tea act gac tgg aca acc ate ttg ggc ate 912 
He Cys Asp Glu Cys His Ser Thr Asp Trp Thr Thr He Leu Gly He 
290 295 300 



960 



1008 



1056 



1104 



3 



tgc cat tec aag aag aag tgt gac gag etc gec gca aag ctg aca ggc 1152 
Cys His Ser Lys Lys Lys Cys Asp Glu Leu Ala Ala Lys Leu Thr Glv 
370 375 380 

etc gga etc aat get gta gcg tat tac egg ggt etc gat gtg tec gtc 120 0 

Leu Gly Leu Asn Ala Val Ala Tyr Tyr Arg Gly Leu Asp Val Ser Val 
385 390 395 400 

ata ccg act age gga gac gtc gtt gtc gtg gca aca gac get eta atg 1248 
lie Pro Thr Ser Gly Asp Val Val Val Val Ala Thr Asp Ala Leu Met 
405 410 415 

acg ggc ttt ace ggc gac ttt gac tea gtg ate gac tgc aac aca tgt 1296 
Thr Gly Phe Thr Gly Asp Phe Asp Ser Val lie Asp Cys Asn Thr Cys 
42 0 425 • 430 

gtc ace cag aca gtc gat ttc age ttg gat ccc ace ttc ace att gag 1344 
Val Thr Gin Thr Val Asp Phe Ser Leu Asp Pro Thr Phe Thr lie Glu 
435 440 445 

acg aca acc gtg ccc caa gac gcg gtg teg cgc teg cag egg cga ggt 1392 
Thr Thr Thr Val Pro Gin Asp Ala Val Ser Arg Ser Gin Arg Arg Glv ~~ 
45 0 455 460 

agg act ggc agg ggc agg agt ggc ate tac agg ttt gtg act cca gga 1440 
Arg Thr Gly Arg Gly Arg Ser Gly lie Tyr Arg Phe Val Thr Pro Gly 
465 470 475 480 

gaa egg ccc tea ggc atg ttc gac tec teg gtc ctg tgt gag tgc tat 1488 
Glu Arg Pro Ser Gly Met Phe Asp Ser Ser Val Leu Cys Glu Cys Tyr 



485 490 



495 



gac gca ggc tgc get tgg tat gag etc acg ccc get gag act aca gtc 1536 
Asp Ala Gly Cys Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val 



500 505 



510 



agg ttg egg get tac ctg aat aca cca ggg ttg ccc gtc tgc cag gac 1584 
Arg Leu Arg Ala Tyr Leu Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val Cys Gin Asp 
515 520 525 

cat ctg gag ttc tgg gaa age gtc ttc aca ggc etc acc cac ata gat 1632 
His Leu Glu Phe Trp Glu Ser Val Phe Thr Gly Leu Thr His lie Aso 
530 535 540 

gee cac ttc ctg tec caa acc aag cag gca gga gac aac ttc ccc tac 1680 
Ala His Phe Leu Ser Gin Thr Lys Gin Ala Gly Asp Asn Phe Pro Tyr 
545 550 555 560 

ctg gtg gca tac caa gee acg gtg tgc gec agg get cag get cca cct 1728 
Leu Val Ala Tyr Gin Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gin Ala Pro Pro 
565 570 575 

cca teg tgg gat caa atg tgg aag tgt etc ata egg ctt aaa cct acg 1776 
Pro Ser Trp Asp Gin Met Trp Lys Cys Leu He Arg Leu Lys Pro Thr 
580 585 590 

ctg cac ggg cca aca ccc ctg ctg tat agg eta gga gee gtt caa aat 1824 
Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Val Gin Asn 
595 600 605 



4 



gag ate acc etc aca cat ccc ata acc 
Glu lie Thr Leu Ttir His Pro He Thr 
610 615 

teg gec gac ctg gag gtc gtc act age 
Ser Ala Asp Leu Glu Val Val Thr Ser 
625 630 

gtc ctt gca get ctg gee gca tat tgc 
Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys 
645 



aaa ttc gtc atg gca tgc atg 1872 
Lys Phe Val Met Ala Cys Met 
620 

acc tgg gtg ctg gta ggc gga 1920 
Thr Trp Val Leu Val Gly Gly 
635 640 

ctg aca acc ggt agt gtg gtc 1968 
Leu Thr Thr Gly Ser Val Val 
650 655 



att gtg ggt agg ate att ttg tec ggg agg ccg get gtt gtt ccc gac 2016 
He Val Gly Arg lie lie Leu Ser Gly Arg Pro Ala Val Val Pro Asp 
660 665 670 

agg gaa gtc etc tac egg gag ttc gat gaa atg gaa gag tgc gee tea 2064 
Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu Cys Ala Ser 
675 680 685 

cac etc cct tac ate gag caa gga atg cag etc gee gag cag ttc aag 2112 
His Leu Pro Tyr He Glu Gin Gly Met Gin Leu Ala Glu Gin Phe Lys 
690 695 700 

cag cag gca etc ggg ttg ctg caa aca gee acc aag caa gcg gag gee 2160 
Gin Gin Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr Ala Thr Lys Gin Ala Glu Ala 
705 710 715 720 

get get ccc gtg gtg gag tec agg tgg egg gee ctt gag gee ttc tgg 2208 
Ala Ala Pro Val Val Glu Ser Arg Trp Arg Ala Leu Glu Ala Phe Trp 
725 730 735 

gca aag cac atg tgg aac ttc ate age ggg ata cag tac tta gca ggc 2256 
Ala Lys His Met Trp Asn Phe lie Ser Gly He Gin Tyr Leu Ala Gly 
740 745 750 

tta tec act ctg cct ggg aac ccc gcg ata gca tea ctg atg gca ttc 23 04 

Leu Ser Thr Leu Pro Gly Asn Pro Ala He Ala Ser Leu Met Ala Phe 
755 760 765 

aca gee tct ate acc agt ccg etc acc acc cag aat acc etc eta ttc 2352 
Thr Ala Ser He Thr Ser Pro Leu Thr Thr Gin Asn Thr Leu Leu Phe 
770 775 780 

aac ate tta ggg gga tgg gtg get get caa etc get cct ccc agt get 240 0 

Asn He Leu Gly Gly Trp Val Ala Ala Gin Leu Ala Pro Pro Ser Ala 
785 790 795 800 

get teg gee ttc gtg ggt gee ggc att gee ggt gcg gee att ggc age 2448 
Ala Ser Ala Phe Val Gly Ala Gly He Ala Gly Ala Ala He Gly Ser 
805 810 815 

ata ggc ctt ggg aag gtg ctt gtg gac att ctg gcg ggc tat gga gcg 2496 
He Gly Leu Gly Lys Val Leu Val Asp He Leu Ala Gly Tyr Gly Ala 
820 825 830 

ggg gtg gee ggt gca etc gtg get ttt aag gtc atg age ggc gag gcg 2544 
Gly Val Ala Gly Ala Leu Val Ala Phe Lys Val Met Ser Gly Glu Ala 
835 840 845 



5 



ccc tec gec gag gac ctg gtt aac ttg etc cct gec ate etc tec ccc 2592 
Pro Ser Ala Glu Asp Leu Val Asn Leu Leu Pro Ala He Leu Ser Pro 
850 855 860 

ggc gec ttg gtc gtc ggg ate gtg tgt gca gca ate ctg cgt egg cac 2640 
Gly Ala Leu Val Val Gly He Val Cys Ala Ala He Leu Arg Arg His 
865 870 875 ~ 880 

gtg ggc ccg gga gag ggg get gtg cag tgg atg aac egg ctg ata gcg 2688 
Val Gly Pro Gly Glu Gly Ala Val Gin Trp Met Asn Arg Leu He Ala 
885 890 895 

ttc get teg egg ggt aac cac gtt tec ccc acg cac tac gtg cct gag 2736 
Pne Ala Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu 
900 905 910 

age gac gee gca gca cgt gta act cag ate etc tec age etc ace ate 2784 
Ser Asp Ala Ala Ala Arg Val Thr Gin He Leu Ser Ser Leu Thr He 
915 920 925 

act cag ctg ctg aag agg ctt cac cag tgg att aat gag gac tgc tec 2832 
Thr Gin Leu Leu Lys Arg Leu His Gin Trp He Asn Glu Asp Cys Ser 
930 935 940 

acg cca tgc taa 

Thr Pro Cys 2844 
945 



<210> 2 

<211> 947 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS3NS4 

<400> 2 

Met Ala Pro He Thr Ala Tyr Ser Gin Gin Thr Arg Gly Leu Leu Gly 
1 5 10 15 

Cys He He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gin Val Asp Gly 
20 25 30 

Glu Val Gin Val Leu Ser Thr Ala Thr Gin Ser Phe Leu Ala Thr Cys 
35 40 45 

Val Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His Gly Ala Gly Ser Lys Thr 
50 55 60 

Leu Ala Gly Pro Lys Gly Pro He Thr Gin Met Tyr Thr Asn Val Asp 
65 70 75 80 

Gin Asp Leu Val Gly Trp Pro Ala Pro Pro Gly Ala Arg Ser Met Thr 
85 90 95 

Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Thr Arg His Ala 
1 00 105 110 
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Asp Val lie Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg Gly Ser Leu Leu 
115 120 125 

Ser Pro Arg Pro Val Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Ser Gly Gly Pro Leu 
130 135 140 

Leu Cys Pro Ser Gly His Val Val Gly lie Phe Arg Ala Ala Val Cys 
145 " 150 155 160 

Thr Arg Gly Val Ala Lys Ala Val Asp Phe He Pro Val Glu Ser Met 
165 170 175 

Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro 
180 185 190 

Ala Val Pro Gin Thr Phe Gin Val Ala His Leu His Ala Pro Thr Gly 
195 200 205 

Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val Pro Ala Ala Tyr Ala Ala Gin Gly Tyr 
210 215 220 

Lys Val Leu Val Leu Asn Pro Ser Val Ala Ala Thr Leu Gly Phe Gly 

225 230 235 240 

Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly lie Glu Pro Asn He Arg Thr Gly 
245 250 255 

Val Arg Thr lie Thr Thr Gly Gly Pro He Thr Tyr Ser Thr Tyr Gly 
260 265 270 

Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly Cys Ser Gly Gly Ala Tyr Asp He He 
275 280 285 

He Cys Asp Glu Cys His Ser Thr Asp Trp Thr Thr He Leu Gly He 
290 295 300 

Gly Thr Val Leu Asp Gin Ala Glu Thr Ala Gly Ala Arg Leu Val Val 
305 310 315 320 

Leu Ala Thr Ala Thr Pro Pro Gly Ser He Thr Val Pro His Pro Asn 
325 330 335 

He Glu Glu Val Ala Leu Ser Asn Thr Gly Glu He Pro Phe Tyr Gly 
340 345 350 

Lys Ala He Pro He Glu Ala He Lys Gly Gly Arg His Leu He Phe 
355 360 365 

Cys His Ser Lys Lys Lys Cys Asp Glu Leu Ala Ala Lys Leu Thr Gly 
370 375 380 

Leu Gly Leu Asn Ala Val Ala Tyr Tyr Arg Gly Leu Asp Val Ser Val 
385 390 395 400 

He Pro Thr Ser Gly Asp Val Val Val Val Ala Thr Asp Ala Leu Met 
405 410 415 

Thr Gly Phe Thr Gly Asp Phe Asp Ser Val He Asp Cys Asn Thr Cys 
420 425 430 
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Val Thr Gin Thr Val Asp Phe Ser Leu Asp Pro Thr Phe Thr lie Glu 
435 440 445 

Thr Thr Thr Val Pro Gin Asp Ala Val Ser Arg Ser Gin Arg Arg Gly 
450 455 460 

Arg Thr Gly Arg Gly Arg Ser Gly lie Tyr Arg Phe Val Thr Pro Glv 
465 47 ° 475 480 

Glu Arg Pro Ser Gly Met Phe Asp Ser Ser Val Leu Cys Glu Cys Tyr 
485 490 495 

Asp Ala Gly Cys Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val 
500 505 510 

Arg Leu Arg Ala Tyr Leu Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val Cys Gin Asp 
515 520 S25 

His Leu Glu Phe Trp Glu Ser Val Phe Thr Gly Leu Thr His He Asn 
530 535 540 

Ala His Phe Leu Ser Gin Thr Lys Gin Ala Gly Asp Asn Phe Pro Tyr 
545 550 555 560 

Leu Val Ala Tyr Gin Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gin Ala Pro Pro 
565 570 575 

Pro Ser Trp Asp Gin Met Trp Lys Cys Leu He Arg Leu Lys Pro Thr 
580 585 590 

Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Val Gin Asn 
595 600 605 

Glu He Thr Leu Thr His Pro He Thr Lys Phe Val Met Ala Cys Met 
610 615 620 

Ser Ala Asp Leu Glu Val Val Thr Ser Thr Trp Val Leu Val Gly Glv 
625 630 635 640 

Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Thr Thr Gly Ser Val Val 
64 5 650 ~ 655 

He Val Gly Arg He He Leu Ser Gly Arg Pro Ala Val Val Pro Asp 
660 665 , 670 

Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu Cys Ala Ser 
675 680 685 

His Leu Pro Tyr He Glu Gin Gly Met Gin Leu Ala Glu Gin Phe Lys 
690 695 700 

Gin Gin Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr Ala Thr Lys Gin Ala Glu Ala 
705 71° 715 720 

Ala Ala Pro Val Val Glu Ser Arg Trp Arg Ala Leu Glu Ala Phe Trp 
725 730 735 

Ala Lys His Met Trp Asn Phe He Ser Gly He Gin Tyr Leu Ala Gly 
74 ° 745 750 
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Leu Ser Thr Leu Pro Gly Asn Pro Ala He Ala Ser Leu Met Ala Phe 
755 760 765 

Thr Ala Ser He Thr Ser Pro Leu Thr Thr Gin Asn Thr Leu Leu Phe 
770 775 780 

Asn He Leu Gly Gly Trp Val Ala Ala Gin Leu Ala Pro Pro Ser Ala 
785 790 795 800 

Ala Ser Ala Phe Val Gly Ala Gly lie Ala Gly Ala Ala He Gly Ser 
805 810 815 

He Gly Leu Gly Lys Val Leu Val Asp He Leu Ala Gly Tyr Gly Ala 
820 825 830 

Gly Val Ala Gly Ala Leu Val Ala Phe Lys Val Met Ser Gly Glu Ala 
835 840 845 

Pro Ser Ala Glu Asp Leu Val Asn Leu Leu Pro Ala He Leu Ser Pro 
850 855 860 

Gly Ala Leu Val Val Gly He Val Cys Ala Ala He Leu Arg Arg His 
865 870 875 880 

Val Gly Pro Gly Glu Gly Ala Val Gin Trp Met Asn Arg Leu He Ala 
885 890 895 

Phe Ala Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu 
900 905 910 

Ser Asp Ala Ala Ala Arg Val Thr Gin He Leu Ser Ser Leu Thr He 
915 920 925 

Thr Gin Leu Leu Lys Arg Leu His Gin Trp He Asn Glu Asp Cys Ser 
930 935 940 

Thr Pro Cys 
945 



<210> 3 

<211> 1779 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5b 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1779) 

<223> 

<400> 3 

atg tea atg tec tac aca tgg aca ggt gec ttg ate acg cca tgc get 48 

Met Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly Ala Leu He Thr Pro Cys Ala 
1 5 10 15 

gcg gag gag age aag ttg ccc ate aat ccg ttg age aac tct ttg ctg 96 
Ala Glu Glu Ser Lys Leu Pro He Asn Pro Leu Ser Asn Ser Leu Leu 
20 25 30 
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cgt cac cac agt atg gtc tac bcc aca aca tct cgc age gca agt eta 
Arg His His Ser Met Val Tyr Ser Thr Thr Ser Arg sir La Ser £eu 
35 40 45 

egg cag aag aag gtc ace ttt gac aga ctg caa gtc ctg gac gac cac 
Arg Gin Lys Lys Val Thr Phe Asp Arg Leu Gin Val Leu Asp Asp His 
50 55 60 

tac egg gac gtg etc aag gag atg aag gcg aag gcg tec aca gtt aacr 
Tyr Arg Asp Val Leu Lys Glu Met Lys Ala Lys Ala Ser Thr Val Lys 
65 70 75 80 

get agg ctt eta tct ata gag gag gee tgc aaa ctg acg ccc cca cat 
Ala Arg Leu Leu Ser lie Glu Glu Ala Cys Lys Leu Thr Pro Pro His 
85 90 95 

teg gee aaa tec aaa ttt ggc tac ggg gcg aag gac gtc egg age eta 
Ser Ala Lys Ser Lys Phe Gly Tyr Gly Ala Lys Asp Val Arg sir Leu 
100 105 no 

tec age agg gee gtc aac cac ate cgc tec gtg tgg gag gac tt<r ctcr 
Ser Ser Arg Ala Val Asn His He Arg Ser Va! Tr? ££ Up Leu Leu 
115 120. 125 

gaa gac act gaa aca cca att gat ace ace ate atg gca aaa aat gag 
Glu Asp Thr Glu Thr Pro He Asp Thr Thr He Me? La Lys Asn £K 
130 135 140 

ffn 11° gt f °f a ° Ca gag aaa gga cac aa 9 cca Set cgc ctt 

Val Phe Cys Val Gin Pro Glu Lys Gly Gly Arg Lys Pro fla Arg Leu 

150 155 160 

TlZ Iti 11° 9aC ° tg ggg gta Cgt gta tac 9*2 aa 9 a t3 gec ctt 

He Val Phe Pro Asp Leu Gly Val Arg Val Cys Glu Lys Met Ala Leu 
165 170 175 

%Z IT o° C aC ° Ctt ° Ct Cag gcc gtg ata 99C ccc tea tac 

Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu Pro Gin Ala Val Met Gly Pro Ser Tyr 
180 185 190 

?? a tl C ta ° tCt CCt ggsr ca9 9tc 3 a 9 fc tc ctg gtg aat acc 

Gly Phe Gin Tyr Ser Pro Gly Gin Arg Val Glu Phe Leu Val Asn ?nr 
195 200 205 

tgg aaa tea aag aaa tgc cct atg ggc ttc tea tat gac acc cgc tgc 
Trp Lys Ser Lys Lys Cys Pro Met Gly Phe Ser Tyr Asp Thr Arc Cvs 
210 215 220 

ttt gac tea acg gtc act gag aat gac ate cgt act gag gag tea ate 
Phe Asp Ser Thr Val Thr Glu Asn Asp He Arg Thr Glu Glu Ser He 
225 230 235 240 

tac caa tgt tgt gac ttg gcc ccc gaa gcc aga cag gcc ata aag teg 768 
Tyr Gin Cys Cys Asp Leu Ala Pro Glu Ala Arg Gin Ala He Lys Ser 
245 250 255 

etc aca gag egg etc tac ate ggg ggt ccc ctg act aat tea aaa ggg 816 
Leu Thr Glu Arg Leu Tyr He Gly Gly Pro Leu Thr Asn Ser Lys Glv 
260 265 270 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



10 



cag aac tgc ggt tat cgc egg tgc cgc gcg age ggc gtg ctg acg act 864 
Gin Asn Cys Gly Tyr Arg Arg Cys Arg Ala Ser Gly Val Leu Thr Thr 
275 280 * 285 

age tgc ggc aat acc etc aca tgc tac ttg aaa gee act gcg gee tgt 912 
Ser Cys Gly Asn Thr Leu Thr Cys Tyr Leu Lys Ala Thr Ala Ala Cys 
290 295 300 

cga get gca aag etc cag gac tgc acg atg etc gtg aac gga gac gac 960 
Arg Ala Ala Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val Asn Gly Asp Asp 
305 310 315 320 

ctt gtc gtt ate tgc gaa age gcg gga acc cag gag gat gcg gcg age 1008 
Leu Val Val lie Cys Glu Ser Ala Gly Thr Gin Glu Asp Ala Ala Ser 
325 330 335 

eta cga gtc ttc acg gag get atg act agg tac tct gee ccc ccc ggg 1056 
Leu Arg Val Phe Thr Glu Ala Met Thr Arg Tyr Ser Ala Pro Pro Gly 
340 345 350 

gac ccg ccc caa cca gaa tac gac ttg gag ctg ata acg tea tgc tec 1104 
Asp Pro Pro Gin Pro Glu Tyr Asp Leu Glu Leu Xle Thr Ser Cys Ser 
355 360 365 

tec aat gtg teg gtc gcg cac gat gca tec ggc aaa agg gtg tac tac 1152 
Ser Asn Val Ser Val Ala His Asp Ala Ser Gly Lys Arg Val Tyr Tyr 
370 375 380 

etc acc cgt gac ccc acc acc ccc etc gca egg get gcg tgg gag aca 12 00 

Leu Thr Arg Asp Pro Thr Thr Pro Leu Ala Arg Ala Ala Trp Glu Thr 
385 390 395 400 

gtt aga cac act cca gtc aac tec tgg eta ggc aat ate ate atg tat 1248 
Val Arg His Thr Pro Val Asn Ser Trp Leu Gly Asn lie He Met Tyr 
405 410 415 

gcg ccc acc eta tgg gcg agg atg att ctg atg act cat ttc ttc tct 1296 
Ala Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met He Leu Met Thr His Phe Phe Ser 
420 425 430 

ate ctt eta get cag gag caa ctt gaa aaa gee ctg gat tgt cag ate 1344 
He Leu Leu Ala Gin Glu Gin Leu Glu Lys Ala Leu Asp Cys Gin lie 
435 440 445 

tac ggg gee tgc tac tec att gag cca ctt gac eta cct cag ate ate 13 92 

Tyr Gly Ala Cys Tyr Ser He Glu Pro Leu Asp Leu Pro Gin He He 
450 455 460 

gaa cga etc cat ggt ctt age gca ttt tea etc cat agt tac tct cca 1440 
Glu Arg Leu His Gly Leu Ser Ala Phe Ser Leu His Ser Tyr Ser Pro 
465 470 475 480 

ggt gag ate aat agg gtg get tea tgc etc agg aaa ctt ggg gta cca 1488 
Gly Glu He Asn Arg Val Ala Ser Cys Leu Arg Lys Leu Gly Val Pro 
485 490 495 

ccc ttg cga gtc tgg aga cat egg gee aga agt gtc cgc get aag ttg 1536 
Pro Leu Arg Val Trp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Ala Lys Leu 
500 505 510 



11 

ctg tec cag ggg ggg agg gec gec act tgc ggc aaa tac etc ttc aac 1584 
Leu Ser Gin Gly Gly Arg Ala Ala Thr Cys Gly Lys Tyr Leu Phe Asn 
515 520 525 

tgg gca gta agg acc aag ctt aaa etc act cca ate ccg get gcg tec 1632 
Trp Ala Val Arg Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro He Pro Ala Ala Ser 
530 535 540 

cag eta gac ttg tec ggc tgg ttc gtt get ggt tac aac ggg gga gac 1680 
Gin Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe Val Ala Gly Tyr Asn Gly Gly Asp 
545 550 555 560 

ata tat cac age ctg tct cgt gee cga ccc cgt tgg ttc atg ttg tgc 1728 
He Tyr His Ser Leu Ser Arg Ala Arg Pro Arg Trp Phe Met Leu Cys 
565 570 575 

eta etc eta ctt tct gta ggg gta ggc ate tac ctg etc ccc aac egg 1776 
Leu Leu Leu Leu Ser Val Gly Val Gly He Tyr Leu Leu Pro Asn Arg 
580 585 590 



taa 



<210> 4 

<211> 592 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5b 

<400> 4 



Met Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly Ala Leu He Thr Pro Cys Ala 
15 10 15 

Ala Glu Glu Ser Lys Leu Pro He Asn Pro Leu Ser Asn Ser Leu Leu 
20 25 30 

Arg His His Ser Met Val Tyr Ser Thr Thr Ser Arg Ser Ala Ser Leu 
35 40 45 

Arg Gin Lys Lys Val Thr Phe Asp Arg Leu Gin Val Leu Asp Asp His 
50 55 60 

Tyr Arg Asp Val Leu Lys Glu Met Lys Ala Lys Ala Ser Thr Val Lys 
65 70 75 80 

Ala Arg Leu Leu Ser He Glu Glu Ala Cys Lys Leu Thr Pro Pro His 
85 90 95 

Ser Ala Lys Ser Lys Phe Gly Tyr Gly Ala Lys Asp Val Arg Ser Leu 
100 105 110 

Ser Ser Arg Ala Val Asn His He Arg Ser Val Trp Glu Asp Leu Leu 
115 120 125 

Glu Asp Thr Glu Thr Pro He Asp Thr Thr He Met Ala Lys Asn Glu 
130 135 140 



1779 
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Val Phe Cys Val Gin Pro Glu Lys Gly Gly Arg Lys Pro Ala Arg Leu 
145 150 155 160 

lie Val Phe Pro Asp Leu Gly Val Arg Val Cys Glu Lys Met Ala Leu 
165 170 175 

Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu Pro Gin Ala Val Met Gly Pro Ser Tyr 
18 0 185 19 0 

Gly Phe Gin Tyr Ser Pro Gly Gin Arg Val Glu Phe Leu Val Asn Thr 
195 200 205 

Trp Lys Ser Lys Lys Cys Pro Met Gly Phe Ser Tyr Asp Thr Arg Cys 
210 215 220 

Phe Asp Ser Thr Val Thr Glu Asn Asp lie Arg Thr Glu Glu Ser lie 
225 230 235 240 

Tyr Gin Cys Cys Asp Leu Ala Pro Glu Ala Arg Gin Ala He Lys Ser 
245 250 255 

Leu Thr Glu Arg Leu Tyr He Gly Gly Pro Leu Thr Asn Ser Lys Gly 
260 265 270 

Gin Asn Cys Gly Tyr Arg Arg Cys Arg Ala Ser Gly Val Leu Thr Thr 
275 280 285 

Ser Cys Gly Asn Thr Leu Thr Cys Tyr Leu Lys Ala Thr Ala Ala Cys 
290 295 300 

Arg Ala Ala Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val Asn Gly Asp Asp 
305 310 315 ~ 320 

Leu Val Val He Cys Glu Ser Ala Gly Thr Gin Glu Asp Ala Ala Ser 
325 330 335 

Leu Arg Val Phe Thr Glu Ala Met Thr Arg Tyr Ser Ala Pro Pro Gly 
340 345 350 

Asp Pro Pro Gin Pro Glu Tyr Asp Leu Glu Leu He Thr Ser Cys Ser 
355 360 365 

Ser Asn Val Ser Val Ala His Asp Ala Ser Gly Lys Arg Val Tyr Tyr 
370 375 380 

Leu Thr Arg Asp Pro Thr Thr Pro Leu Ala Arg Ala Ala Trp Glu Thr 
385 390 395 400 

Val Arg His Thr Pro Val Asn Ser Trp Leu Gly Asn He He Met Tyr 
405 410 415 

Ala Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met He Leu Met Thr His Phe Phe Ser 
420 425 430 

He Leu Leu Ala Gin Glu Gin Leu Glu Lys Ala Leu Asp Cys Gin He 
435 440 445 

Tyr Gly Ala Cys Tyr Ser He Glu Pro Leu Asp Leu Pro Gin He He 
450 455 460 



13 



Glu Arg Leu His Gly Leu Ser Ala Phe Ser Leu His Ser Tyr Ser Pro 
46 5 470 475 ' 480 

Gly Glu He Asn Arg Val Ala Ser Cys Leu Arg Lys Leu Gly Val Pro 
485 490 495 

Pro Leu Arg Val Trp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Ala Lys Leu 
500 505 510 

Leu Ser Gin Gly Gly Arg Ala Ala Thr Cys Gly Lys Tyr Leu Phe Asn 
515 520 525 

Trp Ala Val Arg Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro lie Pro Ala Ala Ser 
530 535 540 

Gin Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe Val Ala Gly Tyr Asn Gly Gly Asp 
545 550 555 " 560 

He Tyr His Ser Leu Ser Arg Ala Arg Pro Arg Trp Phe Met Leu Cys 
565 570 575 

Leu Leu Leu Leu Ser Val Gly Val Gly lie Tyr Leu Leu Pro Asn Arg 
580 585 590 



<210> 5 

<211> 1344 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5a 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1344) 

<223> 



<400> 5 

atg tec ggc teg tgg eta agg gat 
Met Ser Gly Ser Trp Leu Arg Asp 
1 .5 

ttg act gac ttc aag acc tgg etc 
Leu Thr Asp Phe Lys Thr Trp Leu 
20 



gtt tgg gac tgg ata tgc acg gtg 
Val Trp Asp Trp He Cys Thr Val 
10 15 

cag tec aag etc ctg ccg aaa ttg- 
Gin Ser Lys Leu Leu Pro Lys Leu 
25 30 



c cg gga gtc cct ttc ttc tea tgc caa cgc ggg tac aag gga gtc tgg 
Pro Gly Val Pro Phe Phe Ser Cys Gin Arg Gly Tyr Lys Gly Val Trp 
35 40 45 

egg ggg gac ggc ate atg caa acc acc tgc cca tgt gga gca caa att 
Arg Gly Asp Gly He Met Gin Thr Thr Cys Pro Cys Gly Ala Gin He 
50 55 60 

acc gga cat gtc aaa aac ggt tec atg agg ate gtt ggg cct aaa acc 
Thr Gly His Val Lys Asn Gly Ser Met Arg He Val Gly Pro Lys Thr 
65 70 75 80 
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tgc age aac acg tgg cac gga acg ttc ccc ate aac gcg tac acc aca 288 
Cys Ser Asn Thr Trp His Gly Thr Phe Pro lie Asn Ala Tyr Thr Thr 
85 90 95 

ggc ccc tgc aca ccc tec ccg gcg ccg aac tat tec agg gcg ctg tgg 33 6 

Gly Pro Cys Thr Pro Ser Pro Ala Pro Asn Tyr Ser Arg Ala Leu Trp 
100 105 - 110 

egg gtg get get gaa gag tac gtg gag att acg egg gtg ggg gac ttc 384 
Arg Val Ala Ala Glu Glu Tyr Val Glu He Thr Arg Val Gly Asp Phe 
115 120 ~ 125 

cac tac gtg acg ggt atg acc acc gac aac gta aaa tgc ccg tgc cag 432 
His Tyr Val Thr Gly Met Thr Thr Asp Asn Val Lys Cys Pro Cys Gin 
130 135 140 

gtc ccg gec ccc gaa ttc ttc act gaa ttg gac ggg gtg egg ttg cac 480 
Val Pro Ala Pro Glu Phe Phe Thr Glu Leu Asp Gly Val Arg Leu His 
145 150 155 160 

agg tac get ccg gcg tgc aga cct etc eta egg gtg gat gtc aca ttc 528 
Arg Tyr Ala Pro Ala Cys Arg Pro Leu Leu Arg Val Asp Val Thr Phe 
165 170 175 

cag gtc ggg etc aac caa tac ctg gtt ggg tea cag etc cca tgc gag 576 
Gin Val Gly Leu Asn Gin Tyr Leu Val Gly Ser Gin Leu Pro Cys Glu 
180 185 190 

cct gag ccg gat gtg gca gtg etc act tec atg etc acc gac ccc tec 624 
Pro Glu Pro Asp Val Ala Val Leu Thr Ser Met Leu Thr Asp Pro Ser 
195 200 205 

eac att aca gca gag acg get aaa cgt agg ccg gee agg ggg tct ccc 672 
His He Thr Ala Glu Thr Ala Lys Arg Arg Pro Ala Arg Gly Ser Pro 
210 215 220 

ccc tec ttg gee age tct tea get age caa ttg tct gcg cct tec ttg 720 
Pro Ser Leu Ala Ser Ser Ser Ala Ser Gin Leu Ser Ala Pro Ser Leu 
225 230 235 240 

aag gca aca tgc act acc cac cat gac tec ccg gac get gac etc ate 768 
Lys Ala Thr Cys Thr Thr His His Asp Ser Pro Asp Ala Asp Leu lie 
245 250 " 255 

gag gee aac etc ctg tgg egg cag gag atg ggc gga aac ate acc cgt 816 
Glu Ala Asn Leu Leu Trp Arg Gin Glu Met Gly Gly Asn lie Thr Arg 
260 265 270 

gtg gag tea gag aat aag gtg gta att ttg gac tct ttc gac ccg ctt 864 
Val Glu Ser Glu Asn Lys Val Val He Leu Asp Ser Phe Asp Pro Leu 
275 280 285 

cga gcg gaa gag gat gag agg gaa gta tec gtt gca gca gag ate ctg 912 
Arg Ala Glu Glu Asp Glu Arg Glu Val Ser Val Ala Ala Glu He Leu 
290 295 300 

cga aaa tec aag aag ttc ccc ccc gcg ttg ccc ata tgg gca cgc ccg 960 
Arg Lys Ser Lys Lys Phe Pro Pro Ala Leu Pro He Trp Ala Arg Pro 
305 310 315 320 
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gat tac aac cct cca ctg tta gag tec tgg aaa agt ccg gac tac gtc 1008 
Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Leu Glu Ser Trp Lys Ser Pro Asp Tyr Val 
325 330 335 

cct ccg gcg gtg cat ggg tgc cca ttg ccg cct acc acg ggc cct cca lose 
Pro Pro Ala Val His Gly Cys Pro Leu Pro Pro Thr Th? Zfy Pro Pro 
340 345 350 

ata ccg cct cca egg aaa aag agg acg gtt gtt ctg aca gag tec acc 1104 
He Pro Pro Pro Arg Lys Lys Arg Thr Val Val Leu Thr Glu Ser Thr 
355 360 365 

fr* 1 ? o Ct « Ct 9 , CC ttg gC9 gag ctg gct act aa 9 act tfc c ggc age tec 1152 
Val Ser Ser Ala Leu Ala Glu Leu Ala Thr Lys Thr Phe Gly Ser Ser 
370 375 • 3 80 

gga teg teg gec gtt gac age ggc acg gcg acc gec cct ccc gat cag 1200 
Gly Ser Ser Ala Val Asp Ser Gly Thr Ala Thr Ala Pro Pro lap Gin 
385 390 395 ^ 400 

tit f a ° P° S 9t ga ° ^ gaa tCt 9aC att gag tc ? tac tec 1248 

Thr Ser Asp Asp Gly Asp Lys Glu Ser Asp He Glu Ser Tyr Ser Ser 

405 410 415 

n CC «° C , " g f g ggg gag CCg ggg gac cct ff at ctc a gc gac ggg 1296 
Met Pro Pro Leu Glu Gly Glu Pro Gly Asp Pro Asp Leu Ser Asp liy 
420 425 430 

tct tgg tct acc gtg age ggg gag gec ggc gac gac ate gtc tgc tgc 1344 
Ser Trp Ser Thr Val Ser Gly Glu Ala Gly Asp Asp He Val Cys Cys 
435 440 445 

<210> 6 
<211> 448 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5a 
<400> 6 

Met Ser Gly Ser Trp Leu Arg Asp Val Trp Asp Trp He Cys Thr Val 
15 10 is 

Leu Thr Asp Phe Lys Thr Trp Leu Gin Ser Lys Leu Leu Pro Lys Leu 
20 25 30 

Pro Gly Val Pro Phe Phe Ser Cys Gin Arg Gly Tyr Lys Gly Val Trp 
35 40 45 

Arg Gly Asp Gly He Met Gin Thr Thr Cys Pro Cys Gly Ala Gin He 
50 55 60 

Thr Gly His Val Lys Asn Gly Ser Met Arg He Val Gly Pro Lys Thr 
65 70 75 ^ 80 

Cys Ser Asn Thr Trp His Gly Thr Phe Pro He Asn Ala Tyr Thr Thr 
85 90 95 
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Gly Pro Cys Thr Pro Ser Pro Ala Pro Asn Tyr Ser Arg Ala Leu Trp 
100 105 110 

Arg Val Ala Ala Glu Glu Tyr Val Glu He Thr Arg Val Gly Asp Phe 
115 120 125 

His Tyr Val Thr Gly Met Thr Thr Asp Asn Val Lys Cys Pro Cys Gin 
130 135 140 

Val Pro Ala Pro Glu Phe Phe Thr Glu Leu Asp Gly Val Arg Leu His 
145 150 155 160 

Arg Tyr Ala Pro Ala Cys Arg Pro Leu Leu Arg Val Asp Val Thr Phe 
165 170 175 

Gin Val Gly Leu Asn Gin Tyr Leu Val Gly Ser Gin Leu Pro Cys Glu 
180 185 190 

Pro Glu Pro Asp Val Ala Val Leu Thr Ser Met Leu Thr Asp Pro Ser 
195 200 205 

His He Thr Ala Glu Thr Ala Lys Arg Arg Pro Ala Arg Gly Ser Pro 
210 215 ~ 220 

Pro Ser Leu Ala Ser Ser Ser Ala Ser Gin Leu Ser Ala Pro Ser Leu 
225 230 235 240 

Lys Ala Thr Cys Thr Thr His His Asp Ser Pro Asp Ala Asp Leu lie 
245 250 255 

Glu Ala Asn Leu Leu Trp Arg Gin Glu Met Gly Gly Asn He Thr Arg 
260 265 270 

Val Glu Ser Glu Asn Lys Val Val He Leu Asp Ser Phe Asp Pro Leu 
275 280 285 

Arg Ala Glu Glu Asp Glu Arg Glu Val Ser Val Ala Ala Glu He Leu 
290 295 300 

Arg Lys Ser Lys Lys Phe Pro Pro Ala Leu Pro He Trp Ala Arg Pro 
305 310 315 320 

Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Leu Glu Ser Trp Lys Ser Pro Asp Tyr Val 
325 330 335 

Pro Pro Ala Val His Gly Cys Pro Leu Pro Pro Thr Thr Gly Pro Pro 
340 345 350 

He Pro Pro Pro Arg Lys Lys Arg Thr Val Val Leu Thr Glu Ser Thr 
355 360 365 

Val Ser Ser Ala Leu Ala Glu Leu Ala Thr Lys Thr Phe Gly Ser Ser 
370 375 380 

Gly Ser Ser Ala Val Asp Ser Gly Thr Ala Thr Ala Pro Pro Asp Gin 
385 390 395 400 



Thr Ser Asp Asp Gly Asp Lys Glu Ser Asp He Glu Ser Tyr Ser Ser 
405 410 415 
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ggc ttc gcc gac etc atg ggg tac att ccg ctt gtc ggc gec ccc eta 
Gly Pfae Ala Asp r,eu Met Gly Tyr He Pr2 Leu Val G? y S So Leu 
130 135 140 



SI M *i ?? C g n CC Ctg gCg Cat ggc ^ tc C ^ ctg gag gac 

Gly Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Glu Asp 
145 150 155 * 



48 



Met Pro Pro Leu Glu Gly Glu Pro Gly Asp Pro Asp Leu Ser Asp Gly 
420 425 430 

Ser Trp Ser Thr Val Ser Gly Glu Ala Gly Asp Asp He Val Cys Cys 
435 440 445 

<210> 7 
<211> 2241 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220>- 

<223> sequence codant pour CE1E2 
<220> 

<221> CDS 
<222> (1) . . (2241) 
<223> 

<400> 7 

S!? o g ° ff a f at ° Ct aaa ° Ct Caa aga aaa acc aaa c 9t aac acc aac 
Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gin Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn 

5 10 15 

cgc cgc cca cag gac gtt aag ttc ccg ggc ggt ggt cag a tc crtt aat ox 
Arg Arg Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Sy Hy fly Gin Se vS lly ^ 
20 25 30 

gga gtt tac ctg ttg ccg cgc agg ggc ccc agg ttg ggt gtq cere oca 
Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro *g Leu Sy Val A?g 52 
35 40 45 

act agg aag act tec gag egg teg caa cct cgt gga agg cga caa cct 
Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gin Pro Arg £y j£ Sg SS Pro 
50 55 60 

Se Pro 11% S* a 9C » 9g GCC 9&g ggt agg acc fc 99 gct ca * ^cc ggg 
lie Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly 

6 70 75 80 

£^ ^ 9 « CC CtC tat 9gC aaC gag ggt at * t33 3<=a gga tgg 

Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Met Gly Trp Ala Gly Tr? 

85 90 95 

etc ctg tea ccc cgt ggc tct egg cct agt tgg ggc ccc aca <xac ccc 
Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser TrJ Sly Pro ££ £p Pro 
100 105 110 

25 ^ o Cg ° gt aat ttg g9t aag gtc atc 9at acc ctt aca tgc 384 

Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val lie Asp Thr Leu Thr C?s 
115 120 125 



144 



192 



240 



288 



336 



432 



480 



18 



ggc gtg aac tat gca aca ggg aat ctg ccc ggt tgc tct ttc tct ate 
Gly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro Gly Cys Ser Phe Ser He 
165 170 175 



528 



ttc etc tta get ttg ctg tct tgt ttg acc ate cca get tec get tac 576 
Phe Leu Leu Ala Leu Leu Ser Cys Leu Thr He Pro Ala Ser Ala Tyr 
180 185 190 



gag gtg cgc aac gtg tec ggg ata tac cat gtc acg aac gac tgc tec 
Glu Val Arg Asn Val Ser Gly lie Tyr His Val Thr Asn Asp Cys Ser 
195 200 205 



ggg tgc gtg ccc tgc gtc egg gag agt aat ttc tec cgt tgc tgg gta 
Gly Cys Val Pro Cys Val Arg Glu Ser Asn Phe Ser Arg Cys Trp Val 
225 230 235 240 



tec get atg tac gtt ggg gat etc tgc gga tec gtt ttt etc gtc tec 
Ser Ala Met Tyr Val Gly Asp Leu Cys Gly Ser Val Phe Leu Val Ser 
275 280 285 



aat tgc tea ate tat ccc ggc cac gta tea ggt cac cgc atg get tgg 
Asn Cys Ser lie Tyr Pro Gly His Val Ser Gly His Arg Met Ala Trp 
305 310 315 320 

gat atg atg atg aac tgg tea cct aca acg gec eta gtg gta teg cag 
Asp Met Met Met Asn Trp Ser Pro Thr Thr Ala Leu Val Val Ser Gin 
325 330 335 



624 



aac tea agt att gtg tat gag gca gcg gac atg ate atg cac acc ccc 672 
Asn Ser Ser lie Val Tyr Glu Ala Ala Asp Met lie Met His Thr Pro 
210 215 220 



720 



gcg etc act ccc acg etc gcg gee agg aac age age ate ccc acc acg 768 
Ala Leu Thr Pro Thr Leu Ala Ala Arg Asn Ser Ser He Pro Thr Thr 
245 250 255 

aca ata cga cgc cac gtc gat ttg etc gtt ggg gcg get get etc tgt 816 
Thr He Arg Arg His Val Asp Leu Leu Val Gly Ala Ala Ala Leu Cys 
260 265 270 



864 



cag ctg ttc acc ttc tea cct cgc egg tat gag acg gta caa gat tgc 912 
Gin Leu Phe Thr Phe Ser Pro Arg Arg Tyr Glu Thr Val Gin Asp Cys 
290 295 300 



960 



1008 



eta etc egg ate cca caa gee gtc gtg gac atg gtg gcg ggg gee cac 105 6 

Leu Leu Arg Xle Pro Gin Ala Val Val Asp Met Val Ala Gly Ala His 
340 345 350 

tgg ggt gtc eta gcg ggc ctt gee tac tat tec atg gtg ggg aac tgg 1104 
Trp Gly Val Leu Ala Gly Leu Ala Tyr Tyr Ser Met Val Gly Asn Trp 
355 360 365 

get aag gtc ttg att gtg atg eta etc ttt get ggc gtt gac ggg cac 1152 
Ala Lys Val Leu He Val Met Leu Leu Phe Ala Gly Val Asp Gly His 
370 375 380 

acc cac gtg aca ggg gga agg gta gee tec age acc cag age etc gtg 1200 
Thr His Val Thr Gly Gly Arg Val Ala Ser Ser Thr Gin Ser Leu Val 
385 390 395 400 
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tec tgg etc tea caa ggg cca tct cag aaa ate caa etc gtg aac acc 
Ser Trp Leu Ser Gin Gly Pro Ser Gin Lys He Gin Leu Val Asn Thr 
405 410 415 



aac ggc age tgg cac ate aac agg acc get ctg aat tgc aat gac tec 
Asn Gly Ser Trp His He Asn Arg Thr Ala Leu Asn Cys Asn Asp Ser 
420 425 430 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



etc caa act ggg ttc att get gcg ctg ttc tac gca cac agg ttc aac 
Leu Gin Thr Gly Phe He Ala Ala Leu Phe Tyr Ala His Arg Phe Asn 
435 440 445 

gcg tec gga tgt cca gag cgc atg gec age tgc cgc ccc ate gac aag 
Ala Ser Gly Cys Pro Glu Arg Met Ala Ser Cys Arg Pro He Asp Lys 
450 455 460 

lt° fn Ct ~? 9 g ? g tgg ggt ccc atc act cac S fct gtg cct aac ate teg 
Phe Ala Gin Gly Trp Gly Pro He Thr His Val Val Pro Asn He Ser 

465 470 475 480 

gac cag agg cct tat tgc tgg cac tat gca ccc caa ccg tgc ggt att 1488 
Asp Gin Arg Pro Tyr Cys Trp His Tyr Ala Pro Gin Pro Cys Sly He 
48 5 490 495 

gta ccc gcg teg cag gtg tgt ggc cca gtg tat tgc ttc acc ccg agt 1536 
Val Pro Ala Ser Gin Val Cys Gly Pro Val Tyr Cys Phe Thr Pro Ser 
500 505 510 

cct gtt gtg gtg ggg acg acc gac cgt tec gga gtc ccc acg tat age 1584 
Pro val Val Val Gly Thr Thr Asp Arg Ser Gly Val Pro Thr Tyr sSr 
515 520 525 

tgg ggg gag aat gag aca gac gtg ctg eta etc aac aac acg egg ccg 1632 
Trp Gly Glu Asn Glu Thr Asp Val Leu Leu Leu Asn Asn Thr Arg Pro 
530 535 540 

ccg caa ggc aac tgg ttc ggc tgt aca tgg atg aat age acc ggg ttc 1680 
Pro Gin Gly Asn Trp Phe Gly Cys Thr Trp Met Asn Ser Thr Gly Phe 
545 550 555 560 

acc aag acg tgc ggg ggc ccc ccg tgt aac atc ggg ggg gtt ggc aac 1728 
Thr Lys Thr Cys Gly Gly Pro Pro Cys Asn He Gly Gly Val Gly Asn 
565 570 575 

aa ° a f° ^ tg a ^ fc tgc CCC acg gat tgc ttc cga aag cac ccc gag gee 1776 
Asn Thr Leu He Cys Pro Thr Asp Cys Phe Arg Lys His Pro Glu Ala 
580 585 590 

^ I a ° aaa t9C gg ° tcg ggt cct tgg ttg aca cct agg tgt eta 1824 

Thr Tyr Thr Lys Cys Gly Ser Gly Pro Trp Leu Thr Pro Arg Cys Leu 
595 600 605 

gtt gac tac cca tac aga ctt tgg cac tac ccc tgc act atc aat ttt 1872 
Val Asp Tyr Pro Tyr Arg Leu Trp His Tyr Pro Cys Thr He Asn Phe 
610 615 620 

acc atc ttc aag gtc agg atg tac gtg ggg ggc gtg gag cac agg etc 1920 
Thr He Phe Lys Val Arg Met Tyr Val Gly Gly Val Glu His Arq Leu 
625 630 635 640 



20 



aac gcc gcg tgc aat tgg acc cga gga gag cgc tgt gac ctg gag gac 19 68 

Asn Ala Ala Cys Asn Trp Thr Arg Gly Glu Arg Cys Asp Leu Glu Asp 
645 650 655 

a Srg ga.t aga tea gag ctt age ccg ctg eta ttg tct aca acg gag tgg 2016 
Arg Asp Arg Ser Glu Leu Ser Pro Leu Leu Leu Ser Thr Thr Glu Trp 
660 665 670 

cag gta ctg ccc tgt tec ttt acc acc eta ccg get ctg tec act gga 2064 
Gin Val Leu Pro Cys Ser Phe Thr Thr Leu Pro Ala Leu Ser Thr Gly 
675 680 685 

ttg ate cac etc cat cag aat ate gtg gac gtg caa tac ctg tac ggt 2112 
Leu lie His Leu His Gin Asn lie Val Asp Val Gin Tyr Leu Tyr Gly 
690 695 700 

gta ggg tea gtg gtt gtc tec gtc gta ate aaa tgg gag tat gtt ctg 2160 
Val Gly Ser Val Val Val Ser Val Val lie Lys Trp Glu Tyr Val Leu 
705 710 715 720 

ctg etc ttc ctt etc ctg gcg gac gcg cgc gtc tgt gcc tgc ttg tgg 2208 
Leu Leu Phe Leu Leu Leu Ala Asp Ala Arg Val Cys Ala Cys Leu Trp 
725 730 735 

atg atg ctg ctg ata gcc cag get gag gcc tga 2241 
Met Met Leu Leu lie Ala Gin Ala Glu Ala 
740 745 



<210> 


8 




<211> 


74 6 




<212> 


PRT 




<213> 


Artificial sequence 




<220> 






<223> 


sequence codant pour 


CE1E2 


<400> 


8 




Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro 


Gin Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn 


1 


5 


10 15 


Arg Arg Pro Gin Asp Val Lys 


Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly 



20 25 30 

Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Ala 
35 40 45 

Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gin Pro Arg Gly Arg Arg Gin Pro 
50 55 60 

lie Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly 
65 70 75 80 

Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Met Gly Trp Ala Gly Trp 
85 90 95 



Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro 
100 105 110 
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Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val lie Asp Thr Leu Thr Cys 
115 120 125 

Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr lie Pro Leu Val Gly Ala Pro Leu 
13 0 135 140 

Gly Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Glu Asp 
145 "0 155 ~ ISO 

Gly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro Gly Cys Ser Phe Ser lie 
165 170 175 

Phe Leu Leu Ala Leu Leu Ser Cys Leu Thr He Pro Ala Ser Ala Tyr 
180 185 190 

Glu Val Arg Asn Val Ser Gly He Tyr His Val Thr Asn Asp Cys Ser 
195 200 205 

Asn Ser Ser He Val Tyr Glu Ala Ala Asp Met He Met His Thr Pro 
210 215 ~ 220 

Gly Cys Val Pro Cys Val Arg Glu Ser Asn Phe Ser Arg Cys Trp Val 
225 230 235 240 

Ala Leu Thr Pro Thr Leu Ala Ala Arg Asn Ser Ser He Pro Thr Thr 
245 250 255 

Thr He Arg Arg His Val Asp Leu Leu Val Gly Ala Ala Ala Leu Cys 
260 265 270 

Ser Ala Met Tyr Val Gly Asp Leu Cys Gly Ser Val Phe Leu Val Ser 
275 280 285 

Gin Leu Phe Thr Phe Ser Pro Arg Arg Tyr Glu Thr Val Gin Asp Cys 
290 295 300 

Asn Cys Ser He Tyr Pro Gly His Val Ser Gly His Arg Met Ala Trp 
305 310 315 320 

Asp Met Met Met Asn Trp Ser Pro Thr Thr Ala Leu Val Val Ser Gin 
325 330 335 

Leu Leu Arg He Pro Gin Ala Val Val Asp Met Val Ala Gly Ala His 
340 345 35p 

Trp Gly Val Leu Ala Gly Leu Ala Tyr Tyr Ser Met Val Gly Asn Trp 
355 360 365 

Ala Lys Val Leu He Val Met Leu Leu Phe Ala Gly Val Asp Gly His 
370 375 380 

Thr His Val Thr Gly Gly Arg Val Ala Ser Ser Thr Gin Ser Leu Val 
385 390 395 400 

Ser Trp Leu Ser Gin Gly Pro Ser Gin Lys He Gin Leu Val Asn Thr 
405 410 4 15 

Asn Gly Ser Trp His He Asn Arg Thr Ala Leu Asn Cys Asn Asp Ser 
420 425 430 
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Leu Gin Thr Gly Phe lie Ala Ala Leu Phe Tyr Ala His Arg Phe Asn 
435 440 445 

Ala Ser Gly Cys Pro Glu Arg Met Ala Ser Cys Arg Pro lie Asp Lys 
450 455 460 

Phe Ala Gin Gly Trp Gly Pro He Thr His Val Val Pro Asn He Ser 
465 470 475 480 

Asp Gin Arg Pro Tyr Cys Trp His Tyr Ala Pro Gin Pro Cys Gly He 
485 490 495 

Val Pro Ala Ser Gin Val Cys Gly Pro Val Tyr Cys Phe Thr Pro Ser 
500 505 510 

Pro Val Val Val Gly Thr Thr Asp Arg Ser Gly Val Pro Thr Tyr Ser 
515 520 525 

Trp Gly Glu Asn Glu Thr Asp Val Leu Leu Leu Asn Asn Thr Arg Pro 
530 535 540 

Pro Gin Gly Asn Trp Phe Gly Cys Thr Trp Met Asn Ser Thr Gly Phe 
545 550 555 560 

Thr Lys Thr Cys Gly Gly Pro Pro Cys Asn He Gly Gly Val Gly Asn 
565 570 575 

Asn Thr Leu He Cys Pro Thr Asp Cys Phe Arg Lys His Pro Glu Ala 
580 585 590 

Thr Tyr Thr Lys Cys Gly Ser Gly Pro Trp Leu Thr Pro Arg Cys Leu 
595 600 605 

Val Asp Tyr Pro Tyr Arg Leu Trp His Tyr Pro Cys Thr He Asn Phe 
610 615 620 

Thr He Phe Lys Val Arg Met Tyr Val Gly Gly Val Glu His Arg Leu 
625 630 635 640 

Asn Ala Ala Cys Asn Trp Thr Arg Gly Glu Arg Cys Asp Leu Glu Asp 
645 650 655 

Arg Asp Arg Ser Glu Leu Ser Pro Leu Leu Leu Ser Thr Thr Glu Trp 
660 €65 670 

Gin Val Leu Pro Cys Ser Phe Thr Thr Leu Pro Ala Leu Ser Thr Gly 
675 680 685 

Leu He His Leu His Gin Asn He Val Asp Val Gin Tyr Leu Tyr Gly 
690 695 700 

Val Gly Ser Val Val Val Ser Val Val He Lys Trp Glu Tyr Val Leu 
705 710 715 720 

Leu Leu Phe Leu Leu Leu Ala Asp Ala Arg Val Cys Ala Cys Leu Trp 
725 730 735 

Met Met Leu Leu He Ala Gin Ala Glu Ala 
740 745 
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<210> 9 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 0IVI66 

<400> 9 

gggggggcta tggcgcctat cacggccta 



<210>- 10 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> amorce OIV171 



<400> 10 

ggggggacgc gtttagcatg gcgtggagca gt 3 2 



<210> 11 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV232 

<400> 11 

ggggggagat ctccagcagg cagaagtatg 

<210> 12 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorceoIV233 

<400> 12 

gggggggtcg accgaaaatg gatatacaag etc 



<210> 13 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV212 



<400> 13 

ggggggtcta gaatgtcaat gtcctacaca tggac 



35 
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<210> 14 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV218 

<400> 14 

ggggggtcta gattaccggt tggggagcag gt 32 

<210> 15 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV225 

<400> 15 

ggggggctgc agatggcgcc tatcacggcc ta 32 

<210> 16 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV226 

<400> 16 

ggggggtcta gattagcatg gcgtggagca gt 32 

<210> 17 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV227 

<400> 17 

gggggggtcg acatgtcaat gtcctacaca tggac 35 

<210> 18 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV228 



<400> 18 

gggggggcat gcttaccggt tggggagcag gt 



32 



<210> 19 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OXV229 

<400> .19 

ggggggtcta gaccggtagt tcgcatatac ata 

<210> 20 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV172 

<400> 20 

ggggggggta ccatgtccgg ctcgtggcta agg 

<210> 21 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV173 

<400> 21 

ggggggtcta gattagcagc agacgatgtc gtc 

<210> 22 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce OIV62 

<400> 22 

gggggggcta gcatgagcac aaatcctaaa cct 

<210> 23 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 0IV68 



25 



33 



33 



33 



<400> 23 

ggggggtcta gatcaggcct cagcctgggc tat 



33 



26 



<210> 24 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> epitope GLL 

<400> 24 

Gly Leu Leu Gly Cys lie lie Thr Ser Leu 
1 5 10 



<210> 


25 


<211> 


9 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


epitope ALY 


<400> 


25 



Ala Leu Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu 
1 5 



<210> 


26 


<211> 


9 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


epitope KLQ 


<400> 


26 



Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val 
1 5 



<210> 27 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> epitope DLM 

<400> 27 



Asp Leu Met Gly Tyr lie Pro Leu Val 
1 5 
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